














Uber den Nicotinabbau im Tabakblatt. 
Von 
Curt Enders und Richard Glawe. 
(Aus der Technischen Hochschule und der wissenschaftlichen Station fiir 
Brauerei in Miinchen.) 


(Eingegangen am 16, Mérz 1942.) 


Aus dem sehr alten Bestreben heraus, die schidliche Wirkung des 
Tabaks zu verringern, entstanden eine groBe Zahl von Verdéffent- 
lichungen und Patenten (1), die den Nicotinabbau und das Entfernen 
des Nicotins sowohl aus dem Tabak als auch aus dem Rauch unter den 
verschiedensten Bedingungen zum Inhalt haben. Wahrend in friiherer 
Zeit vor allem mit rein chemischen. Methoden versucht wurde, das 
Nicotin etwa durch energische Oxydation zu vernichten, durch Wasser- 
dampfdestillation, Behandeln mit Ammoniak usw. aus dem Tabak 
auszutreiben, oder aus dem Rauch zu adsorbieren, ging man in den 
letzten Jahren zu biologischen Bedingungen iiber, indem man den 
Tabak einer Garung unterwarf oder nicotinfreie Pflanzen auf ziich- 
terischem Wege zu erhalten versuchte, um die kostbaren Aromastoffe 
zu schonen. Diese Entwicklungsrichtung brachte es mit sich, daB die 
Veranderungen des Nicotingehalts in der lebenden Pflanze und in dem 
getrockneten Blatt eingehend studiert wurden. 

Kénig (2) stellte fest, daB das Maximum des Nicotingehalts in der 
Zeit der Reife des Blattes liegt, welches der an Nicotin weitaus reichste 
Teil der Pflanze ist. Ferner steigt der Gehalt der Blatter von den unteren 
zu den oberen, und im einzelnen Blatt von innen nach auBen an. Vom 
Zeitpunkt der Reife nimmt der Nicotingehalt des Blattes vor allem 
wahrend des Trocknungsprozesses, aber auch noch wahrend der Fermen- 
tation ab. Dabei wurde die merkwiirdige Feststellung gemacht, dali 
halbierte Tabakblatter einen wesentlich geringeren Nicotinabbau zeigen 
als ungeteilt getrocknete. Vor allem wird der Nicotinabbau von Erb- 
faktoren bestimmt, wahrend der Nicotingehalt der griinen Blatter sehr 
stark abhangig ist von Standorts- und anderen Umweltseinfliissen. 

Untersuchungen iiber die Ursache dieses Nicotinabbaues ergaben 
sehr widerspruchsvolle Ergebnisse. 


Fodor und Reifenstein (3) wiesen in Tabaksuspensionen und in aus 
denselben durch mehrstiindiges Stehenlassen und nachfolgende Filtration 
gewonnenen Maceraten einen Nicotinschwund von 7 bis 20°, nach, det 
parallel zur Atmung getrockneter Tabakblatter im Barkroft-Apparat verlief. 
Da sowohl Atmung als auch Nicotinabbau unter sterilen Bedingungen vor 
sich gingen, fiihrten sie den Abbau des Nicotins wahrend der Fermentation 
auf ausschlieBliche Enzymwirkung zuriick. 
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Diesem Befund widersprachen die Ergebnisse von Faitelowitz (4). de 
in Tabaklaugen einen starken Nicotinabbau feststellte, welcher proportiona 
der Abnahme der Titrationsaciditat der Lauge war und nach einigen Tagen 
zum Stillstand kam, wenn die Lauge zu stark alkalisch wurde. Bei Zusaty 
von Chloroform fand er keine Anderung der Aciditat und folgerte daraus 
auf mikrobiellen Nicotinabbau, ohne jedoch Naheres iiber denselben mit 
zuteilen. Fodor und Reifenstein (5) bezweifelten die; Richtigkeit diese: 
Ansicht, da in den Versuchen mit Chloroformzusatz der Nicotingehalt 
nicht festgestellt worden sei, und vermuteten, daB das von ihnen als Ursache 
des Abbaues angesehene Ferment durch den Chloroformzusatz zerstért 
worden sel, 

Bodnar und Barta (6) fanden, daB der Abbau im Zusammenhang mit 
der Anderung des py steht. Der von ihnen untersuchte Tabak hatte ein 
Anfangs-py von 6,0, welehes wahrend der Fermentation um 0,5 abnahm 
Die iibrigen Tabake hatten in getrocknetem Zustand ein py von 5,5, das bei 
der Fermentation eine Abnahme von 0,1 bzw. eine Zunahme von 0,2 zeigte 
Spiter fanden sie Abhaingigkeit der Nicotinverminderung vom ,,Oxydasen 
gehalt** des Tabaks (7). Versuche, Nicotin durch Katalase abzubauen, 
verliefen negativ. An einer anderen Stelle schreiben Bodnar und Barta (8) 
Die in Tabaksuspensionen bei Autolyse ohne Antiseptica vermehrten 
faulniserregenden Bacterien wirken nicht zersetzend auf Nicotin. Bei 
Autolyse von Tabak (ohne Antiseptica) entsteht als einziges fliichtiges 
basisches Zersetzungsprodukt nur Ammoniak. Sollte auch in faulendem 
Tabak unter gewissen Umstéanden Nicotinzersetzung eintreten, so kann 
dies von keinerlei Bedeutung sein fiir die Kenntnis des Mechanismus de- 
Nicotinschwundes wahrend der von der Faulnis ganz verschiedenen Fermen 
tation,‘ 

Es stehen sich also zwei verschiedene Ansichten tiber die Ursache 
des Nicotinschwundes bei der Fermentation von Tabak gegeniiber: 
Fodor und Reifenstein, sowie Bodnar und Barta fiihren den Nicotinabbau 
auf die ausschlieBliche Wirkung von Fermenten zuriick, wahrend 
Faitelowitz ihn dagegen als einen ProzeB ansieht, der durch die alleinige 
Tatigkeit eiweiBspaltender Bakterien wahrend der Fermentation 
hervorgerufen wird. 

Aus neueren Arbeiten tiber den physiologischen Nicotinabbau ist 
nun zu entnehmen, daB derselbe sowohl rein fermentativer Natur sein 
als auch auf mikrobiellem Wege stattfinden kann: 

Werle (9) untersuchte verschiedene tierische Gewebe auf ihre Fahigkeit. 
Nicotin abzubauen. Er fand, da besonders in der Lunge Nicotinabba: 
stattfindet. Durch Kaliumeyanid ist er hemmbar. 


Bucherer und Enders (10) fanden in Faulschlamm und Ackererde mit 
Hilfe von Elektivkulturen sowohl aerobe als auch anaerobe Bacterien., 
deren Reinkulturen unter Ammoniak- und Methylaminbildung Nicotin 
abbauten. Die Ablésung des nicotinabbauenden Prinzips von der Zelle 
gelang nicht. 

Demgema8B erscheint es nicht ausgeschlossen, daB auch der Nicotin- 
abbau im Tabak sowohl durch Eigenfermente als auch mikrobie'! 
erfolgen kann und dab die sich widersprechenden Ergebnisse von Fodoy 
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und Reifenstein sowie Bodnar und Barta einerseits, und Faitelowitz 
indererseits darauf zuriickzufiihren sind, daB von diesen Autoren je 
nach dem vorliegenden Tabak und der angewendeten Arbeitsweise 
jeweils nur das eine der beiden méglichen Prinzipien des physiologischen 
Nicotinabbaues erkannt wurde. 


Auch die Tatsache, daB die Bildung der Aromastoffe wahrend des 
Fermentationsprozesses durch Bakterien verursacht wird (11), labt 
es durchaus denkbar erscheinen, daB die Ansicht von Faitelowitz eine 
vrOBere Berechtigung hat, als es nach den Widerlegungen von Bodndr 
und Barta sowie Fodor und Reifenstein zu erwarten ist. Fiir das Vor- 
handensein eines nicotinabbauenden Eigenfermentes im Tabak hin- 
vegen sprechen die Untersuchungen von Aénig iiber die Veranderungen 
des Nicotingehalts wahrend des Wachstums der Tabakpflanze; denn 
nach heutiger Ansicht verlaufen die enzymatischen Abbauprozesse im 
Organismus prinzipiell iiber denselben Chemismus wie die Synthesen. 
DaB tatsichlich im héheren Organismus ein mikrobenfreier Nicotin- 
abbau moglich ist, wurde schlieBlich durch Werle aufgezeigt. 


Die Bedeutung des Nicotinschwundes bei der Fermentation des 
Tabaks lieB es wiinschenswert erscheinen, durch neuere Untersuchungen 
die aus den Arbeiten von Faitelowitz sowie Bodnir- Barta und Fodor- 
Reifenstein sich ergebenden unterschiedlichen Vorstellungen iiber die 
Ursachen des Nicotinabbaues im Tabakblatt auf ihre Richtigkeit nach- 
zupriifen. Der Nicotinabbau durch Tabak wurde deshalb unter sterilen 
und nichtsterilen Bedingungen verfolgt. Unsere Methodik unterschied 
sich von der der aufgefiihrten Autoren dadurch, daB wir mit Nicotin- 
lésungen arbeiteten, denen Tabakpulver zugesetzt wurde. Die mit der 
angewendeten Versuchsmethodik erhaltenen Ergebnisse lassen natiirlich 
nur einen RiickschluB auf die Anwesenheit der beiden méglichen Abbau- 
prinzipien im Tabakblatt zu. Auf ihr tatsaichliches Wirksamwerden 
beim FermentationsprozeB, der unter anderen und wechselnden Be- 
dingungen verlauft, lassen sich keine Riickschliisse ziehen. Der quanti- 
tative Verlauf des Nicotinabbaues wurde nach der Methode von P/yl- 
Schmitt in dem verbesserten Verfahren von Kénig und Doerr (12) verfolzt. 
Nach dieser Methode wird das Nicotin aus seiner alkalischen Lésung 
mit Wasserdampf iiberdestilliert, aus dem Destillat mit Pikrinsaure 
vefallt und der Niederschlag mit Natronlauge unter Zusatz von Toluol 
vegen Phenolphthalein titriert. Der Analysenfehler betrug — 1,5°, des 
angewandten Nicotins. Vor und nach Ablauf der Abbauversuche 
wurden die py-Werte in den Versuchsansaitzen elektrometrisch er- 
mittelt. 

Als Ausgangsmaterialien lagen 2 Tabaksorten vor. Sorte Ll war 
ein brauner, fermentierter Tabak ohne Nicotingehalt, Sorte Il ein 
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griimer Tabak, der 0,14°% Nicotin enthielt!. Beide Sorten wurde: 
mitsamt den Rippen in einer Excelsiormithle vermahlen und durch ei: 
Sieb mit 200 Maschen pro qem gesiebt. Der Riickstand wurde zwe 
weitere Male gemahlen und gesiebt. 


Versuch ohne Nicotinzusatz. 

Als Orientierungsversuch wurden zunachst 10 g Tabakpulver de: 
nicotinhaltigen Sorte mit 100 ccm Wasser angesetzt und bei etwa 37° ( 
stehengelassen. 

Tabelle I. 








Nicotin 
; Tabak- : none Reaktions- , each 
Nr. : Tabak | Erhitzt | Desinfiziert . angesetzte nach Ablautf 
sorte | zeit mg des Versuchs Abba 
a Std. in 100cem mg in 100cem % 
1 II 10 . 14,2 14,2 -— 
2 II 10 a = 18 14,2 7,3 49 


Unter den eingehaltenen, nichtsterilen Versuchsbedingungen wird 
demnach der Eigennicotingehalt des Tabaks in 18 Stunden bei 37 
um rund 50%, vermindert. Bei dieser Versuchsanstellung zeigte di: 
Tabaksuspension eine Garung. 


Versuche mit Nicotinzusatz. 


Ansatz: 0,5 g Tabakpulver Sorte I (nicotinfrei), 
20 cem Nicotinlésung (etwa 0,5°)), 
5cem n/10 Natriumcitratpuffer, py 7. 
Reaktionstemperatur 36°. 


Tabelle II. 





Nicotin 
: Tabak- "or Reaktions- ... Se a 
Nr. Tabak Erhitzt Desinfiziert ; angesetzte nach Ablauf ' 
. sorte abak | Erhitz tits zeit “ en des Versuchs | Abba 
g Std. in 100cem mg in 100cem 0, 
1 I _— o — 2 112 112 
2 I 0,5 2 112 112 
: I 0,5 — 5 112 112 
4 I 0,5 —_ 18 112 111 l 
5 I 0,5 x -- 18 112 111 l 


Der Kontrollversuch 5 wurde vor Zusatz der Nicotinlésung in 
Wasserbad 10 Minuten auf 106°C erhitzt. Der geringe, innerhalb de- 


! Der Tabak wurde uns von Herrn Prof. Dr. P. Kénig, Direktor de- 
Tabakforschungsinstitutes in Forchheim, in dankenswerter Weise zur Ver 
fiigung gestellt. 
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Uber den Nicotinabbau im Tabakblatt. 281 
Analysenfehlers liegende Nicotinschwund in den letzten beiden Versuchen 
lirfte auf Verfliichtigung des Nicotins zuriickzufiihren sein. Es findet 
ilso bei pa 7 unter obigen Bedingungen kein Abbau statt. Ebenfalls 
unterbleibt eine Garung. Der Nicotinschwund schien also von einer 
solchen abhangig zu sein. Es wurde deshalb versucht, eine Garung mit 
Nicotinzusatz bei einem giinstigen py-Wert in Gang zu bringen. Da 
ss ein Tabakaufgu8 ein py von 5,5 bis 6 hat, wurde eine Versuchsreihe 
( bei diesem py angesetzt. 
Versuche mit Nicotinzusatz hei ju 6. 
Ansdtze: 10 g Tabakpulver, 
30 cem Nicotinlésung, 
15cem n/10 Natriumcitratpuffer, 
50 com Wasser. 
Ein Teil der Ansatze wurde durch Zusatz von 1 cem 50 °,iger 
ilkoholischer Phenollésung sterilisiert. 
rc Reaktionstemperatur 36°C, 
7 Tabelle III. 
Nicotin PH 
nach 
P Reak- , 
Tabak- > — Desin- rye ange- Ablauf 
Nr sorte Tabak | Erhitzt fiziert = setzte _ des Abbau Vor dem nach dem 
; mg in Versuchs “*"™* Versuch Versuch 
100 cem P 
mg in 
g Std. 100 cem % 
] I 10 - 151 151 6,05 
2 I 10 151 151 — - 
— 3 IT 10 167 167 
4) J 10 %4 ©6151 148 2 6,05 7,45 
5 I 10 24 151 140 6 6,05 6.25 
7 6 II 10 48 167 157 6 
7 II 10 48 167 148 11 
8 I 10 48 151 136 10 
9 J 10 48 151 134 12 
10 ] 10 72 151 146 3 6.05 y a | 
11 | 72 151 146 3 
12 I 10 92 151 107 30 6,05 7,2 
13 I 10 72 151 136 10 6,05 6.05 
14 I 10 72 151 48 69 6,05 73 
1d I 10 “ 72 151 138 4 6,05 6,05 
in 6 I 10 75 11 82 47 
\ 17 I 1G...) . 144 151 129 15 6.05 5,85 
18 [ 10 —_ — 168 15] 11 94 6,05 ca 
19 I 10 ee ? 240 151 126 17 6,05 5.80 
le- 
- Aus der Tabelle ILI ist zu ersehen, daB sich unter diesen Versuchs- 


bedingungen unter Beriicksichtigung der bei Garversuchen unvermeid- 
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baren Fehlerquellen, die in Heterogenitat des Ansatzmaterials sowir 
etwaigen Konzentrations- und Temperaturschwankungen zu suchen 
sind, durchaus reproduzierbare Werte ergeben, die innerhalb der Ana. 
lvsenfehler liegen. 

Die beiden Kontrollversuche 10 und 11 ergeben unter verschiedene: 
Bedingungen nach 3 Tagen den gleichen geringen Nicotinschwund 
von 3%, der auf Verfliichtigung des Nicotins zurtickzufiihren ist. Be) 
Beriicksichtigung dieses Verlustes fanden wir bei den desinfizierte) 
Ansitzen vom 2. Tage an einen Abbau von etwa 10°, (Versuche 7, ‘) 
13, 15, 17, 19). Der deutlich erkennbare Nicotinverlust der nicht des 
infizierten Ansatze zeigt jedoch schon nach dem 2. Tag sehr starke 
Schwankungen, die auf obenerwahnte, unspezifische Einfliisse zuriick 
zufiihren sind. Bei Versuch 10 war Garung feststellbar. Dieselbe mui; 
jedoch auf Sekundarinfektion zuriickgefiihrt werden, nachdem de: 
Tabak vor dem Versuch erhitzt worden war. 

Bei den nichtsterilisierten Versuchen zeigte sich bereits nacl 
wenigen Stunden lebhafte Gasentwicklung, die etwa am 3. Tag beendet 
war und unter Auftreten eines charakteristischen Geruches in einen 
faulnisartigen ProzeB iiberging. Dieser Geruch trat bei allen Versuche: 
auf, die einen Abbau von iiber 50% des zugegebenen Nicotins zeigten 
Er lieB sich nicht als Ammoniak- oder Methylamingeruch identifizieren 
Da der Nicotinverlust abhangig zu sein schien von der Starke der durc!: 


die Gasentwicklung angezeigten Garung — der Versuch 14 zeigte den 
stirksten Abbau und die lebhafteste Garung — mute geschlossen 


werden, daB ein mikrobieller Abbau vorliegt. Dementsprechend wurde: 
die Versuchsansaétze auf das Vorhandensein von nicotinabbauende: 
Organismen untersucht. Zum Nachweis, daB unter den eingehaltenen 
Versuchsbedingungen unter Garungserscheinungen verlaufender Nicotin 
schwund tatsichlich durch Mikroorganismen méglich ist, wurde ei 
erhitzter Ansatz, der also frei von eventuellem Eigenferment und dem 
Tabak anhaftenden, nicotinabbauenden Organ'smen ist, mit einem 
Gemisch der Bakterienstamme, die in der Arbeit von Bucherer uni 
Enders (10) erwihnt wurden, beimpft. 

Die desinfizierten Ansatze zeigten vom 2. Tage an einen konstante! 
Nicotinverlust mit etwa 10°, der sich auch nach 10 Tagen nicht erhéhte 


Da sich in den entsprechenden, bereits erwahnten Kontrollversuchen 


gezeigt hatte, daB unter den Versuchsbedingungen ein nichtspezifische! 


Nicotinverlust die Fehlergrenzen der Methode kaum iibersteigt, mu! 


dieser konstante Abbau von rund 10 ° des zugesetzten Nicotins offenba: 
auf die Wirkung von Fermenten zuriickgefiihrt werden. Es ist jedoc! 
nicht ersichtlich, warum dieser Abbau gerade bei diesem Prozentsat 
stehenbleibt. Zur Klarung dieser Erscheinung wurde einmal ein Gar 
versuch erst nach 18 Stunden desinfiziert, und zweitens ein Ansatz vo! 
10g Tabak mit 50 ccm Wasser desintiziert und nach 18 Stunden di 
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Nicotinlédsung und der Puffer zugegeben. Es sollte damit festyestellt 
werden, ob woméglich eine anfangliche bakterielle Einwirkung, die erst 
nach einiger Zeit unterbunden wird, diesen Abbau bewirkte. Um zu 
priifen, ob es sich bei dieser Fermenteinwirkung um ein schwermeta'!- 
haltiges System handelt, das, wie im Falle des nicotinabbauenden 
Prinzips im tierischen Organismus von Werle gezeigt wurde, durch 
Kaliumeyanid hemmbar ist, wurden zu einem desinfizierten Ansatz 
01°, Kaliumeyanid gegeben. In einem weiteren Versuch wurde statt 
des Tabakpulvers zu der sterilen Losung ein unversehrtes Blatt gegeben, 
um festzustellen, inwieweit ein vorhandenes Fermentsystem bei der 
Pulverisierung zerst6rt wurde, Der EinfluBS der Konzentration auf die 
vermutete Ferment wirkung wurde in einer Versuchsreihe mit geringerem 
Wasserzusatz beriicksichtigt. 

Die eigenartige Erscheinung, dal in den ersten Tagen der Abbau 
in dem sterilen Ansatz gréBer ist als in dem nichtsterilen, kann erklart 
werden durch die Annahme, daB das nicotinabbauende Eigenferment 
des Tabakblattes durch proteolytische Enzyme, die vermutlich Mikro- 
organismen entstammen, zerstOrt wird. Durch Zusatz von Papain 
zum desinfizierten Ansatz sollte die Richtigkeit dieser Vermutung 
iiberpriift werden. 


Nachweis des mikrobiellen Abbaues yon Nicotin durch Tabak. 

Von der Tabaksuspension des Versuchs 18 wurden einige Tropfen 
in eine, als einzige Stickstoffquelle Nicotin enthaltende, Nahrfliissigkeit 
gegeben. Zur Kontrolle wurden in dieselbe Fliissigkeit einige Tropfen 
einer Tabaksuspension gebracht. Es zeigte sich nach einigen Tagen 
lebhaftes Wachstum und Ammoniakentwicklung, die Nicotinabbau 
beweist. Dieser Nicotinabbau war auch nach Durchlaufen mehrerer 
Passagen noch eindeutig zu erkennen!. 

Die Priifung auf Nicotinabbau durch die mit den von Bucherer 
und Enders isolierten Bakterienstimmen beimpften Versuchsansatze 
unter den Bedingungen, bei denen wir einen Nicotinabbau fanden, 
brachte folgendes Ergebnis. 


Tabelle IV. 








Reak- Nicotin pu 
Nr Tebak- Tabak = Erhitzt tions- ‘enguecate nach Ablauf res Pa 
} sorte é L zeit —~ Q des Versuchs Abbau vor dem nach dem 


Versuch Versuch 





g Std. in 100cem) mg in 100cem % 
1 I 10 x 151 144 5 6,10 6,10 
2 I 10 . 114 151 77 49 6,10 7,95 


! Die Isolierung des dafiir verantwortlichen Mikroorganismus wird 
durch Herrn Dr. Bucherer, dem wir an dieser Stelle fiir bakteriologische 
Ratschlage bestens danken, durchgefiihrt. 
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Die Sterilisation der Ansaétze wurde bei 1,5 Atti und 12 °C 
30 Minuten ausgefiihrt. Die sterilisierten Ansatze hatten dieselbe 
Zusammensetzung wie die in der Tabelle III beschriebenen. Sie wurden 
mit einer Ose eines auf Nahrgelatine geziichteten und dann aufgeschlamm- 
ten Gemisches der drei obenerwahnten Bakterienstamme beimpft. 
Aus der Tabelle geht hervor, da8 der Nicotinabbau annahernd der 
gleiche ist wie bei den Versuchen unter nichtsterilen Bedingungen mit 
Tabak ohne Zusatz der drei nicotinzersetzenden Bakterienstimme. 
Als wesentlicher Unterschied ergibt sich jedoch, daB diese Mikroorganis- 
men unter Ansteigen des py-Wertes im Versuchsansatz bis auf py S 
abbauen, wahrend die Mikroorganismen der nichtdesinfizierten Ansatze 
aus Tabak einen Abbau zeigten, bei dem das py nur bis 7,2 anstieg und 
dann wieder auf 6,9 sank. 

Die Bacterien aus Faulschlamm und Ackererde bauen also unter 
anderen Bedingungen Nicotin in gleicher Starke ab wie die im Tabak 
selbst vorhandenen Bacterien, wenn auch die auBeren Begleitumstande, 
wie Geruch, Abbauzeit, sehr ahnlich sind. Da die in unseren Versuchen 
zur Wirkung gelangenden Bacterien im Tabak selbst vorhanden waren 
und nicht erst durch Infektion wahrend der Garung hereingebracht 
wurden, geht euBer aus der Unwahrscheinlichkeit, da®B in der Luft 
nicotinabbauende Mikroorganismen gerade vorhanden sind, untet 
anderem aus dem Versuch 10 der Tabelle [I] hervor, bei dem nach 
Erhitzen wohl eine Garung, aber kein Nicotinabbau stattfand. Es 
diirfte damit die Ansicht von Faitelowitz widerlegt sein, nach der ganz 
allgemein ,,eiweiBspaltende‘‘ Bacterien, die u.a. auch im Tabak vor- 
kommen, in der Lage sind, Nicotin abzubauen. Der Nicotinabbau im 
Tabak ist vielmehr auf ganz spezifische Mikroorganismen, von denen bis 
jetzt vier als Bakterien erkannt und drei in Reinkultur isoliert wurden. 
zurtickzufiihren. Der Befund von Bodnar und Barta (8), daB bei der 
,.Autolyse‘* von Tabakblattern unter mikrobieller Einwirkung kein 
Nicotinabbau  stattfindet, darf also nicht verallgemeinert werden. 
Er ist vielmehr dadurch zu erklaren, da dem von diesen Autoren ver- 
wendeten Tabak die spezifischen Nicotinzersetzer nicht anhafteten 
Ganz allgemein ergibt sich aus der Feststellung, da8 das Vorkommen 
von spezifischen nicotinzersetzenden Mikroorganismen auf dem Tabak 
verschiedener Sorten und Herkunft eine Erklarung fiir vielfach wider- 
spruchsvolle Beobachtungen auch in der Praxis der Fermentation 
bedeuten diirfte, und ihr im Hinblick auf eine auf wissenschaftlicher 
Grundlage beruhende, gelenkte Fermentation zweifellos Bedeutung 
zukommen kann. 


Nachweis des fermentativen Abbaues von Nicotin dureh Tabak. 
Die im AnschluB an die obigen Uberlegungen sich ergebenden 
Versuche, die als Ursache des unter sterilen Bedingungen gefundenen 
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Nicotinschwundes das Vorhandensein eines nicotinabbauenden Eigen- 
fermentes im Tabak beweisen sollen, wurden unter denselben Be- 


dingungen ausgefiihrt wie die zur Tabelle ILL gehérenden Ansitze. 


Tabelle V. 








Nicotin PH 
Reak nach 
: Tabak-| ».,., Desin- Zu- CaK- ange- Ablauf 
Nr. sorte Tabak fiziert gesetzt 7 setzte des Ver- 4), vor dem nach dem 
= mg in suchs “*” aU Versuch Versuch 
100 cem mg in 
g Std. 100 ecm % 
1 I 10 , 65 151 136 10 6,05 6,16 
2 I 10 -- — 83 151 154 5 6,05 7,05 
3 I 10 ‘ 96 151 136 10 
4 I 10 < KCN 70 151 143 5 6.05 6,15 
5 I 10 ‘ KCN 76 151 143 5 
6 I 10 x Papain 70 151 146 3 6,15 8,12 
7 II 10 : 168 168 6,05 . 
8 I] 10 . | kein | 27 168 158 6 6,05 6,20 
9 I] 10 | Wasser} 48 168 160 5 
10 II 10 78 168 143 15 6,05 5,95 


Versuch 1 wurde vor Zusatz der Nicotinlésung desinfiziert und 
nach 18 Stunden mit 30cem Nicotinlésung und 15 cem n_/10 Citrat- 
puffer versetzt. Es ergibt sich dabei der gleiche 10° ,ige Abbau wie bei 
den sofort sterilisierten Ansatzen. 

Versuch 2 wurde ohne Desinfektion 18 Stunden einer Garung 
iiberlassen und dann nach Zusatz von 2cem 50° iger alkoholischer 
Phenollésung 65 Stunden im Brutschrank belassen. Es findet kein 
Abbau statt. 

Bei dem Versuch 3 wurde unter sterilen Bedingungen ein ganzes 
Blatt mit der Nicotinlésung versetzt, wobei ebenfalls 10°, Verlust 
eintrat. 

Versuch 4 und 5 waren mit 0,1°, Kaliumeyanid versetzt worden. 
Unter Beriicksichtigung der Tatsache, da nach Versuch 10 der 
Tabelle LIT der Verlust durch Verfliichtigung des Nicotins ungefahr 
3°, betragt, ergibt sich bei den Ergebnissen dieses Versuchs, dal eine 
wenn auch nicht vollstandige, so doch sehr weitgehende, Hemmung ein- 
getreten ist. 

Im Versuch 6 wurden 0,5 g Papain und 0,05 g Natriumthiosulfat 
zugesetzt. Ebenfalls unter Beriicksichtigung der unspezifischen Nicotin- 
verluste ergibt sich in diesem Fall eine praktisch vollstandige Hemmung 
des Abbaues. 

Die letzten Versuche der Tabelle waren ohne Wasserzusatz und 
nur mit Nicotinlésung angesetzt, so daB ein dicker Brei entstand. Die 
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Ergebnisse des Abbaues sind sehr ungleichmabig, was durch unvermeid- 
liche mangelnde Homogenitat des Versuchsmaterials erklart werden 
kann. 


Der Ausfall der vorliegenden Versuchsergebnisse spricht eindeutig 
dafiir, daB der unter sterilen Bedingungen nachzuweisende Nicotinabbau 
fermentativer Natur ist. Dies wird bewiesen durch die Tatsache, dab 
nach einer 18stiindigen Desinfektion und anschlieBendem Nicotin- 
zusatz, also unter Bedingungen, die einen zu Anfang stattfindenden 
mikrobiellen Abbau ausschlieBen, ein Nicotinabbau in gleicher Héhe 
stattfindet wie nach sofortiger Desinfektion. AuBerdem weist auch die 
Hemmung des geringen, aber eindeutigen Nicotinabbaues unter sterilen 
Bedingungen in Gegenwart von Kaliumcyanid in einer Konzentration 
von 0,1°%, auf die Fermentnatur des nicotinabbauenden Prinzips im 
Tabak hin. Die Cyanidhemmbarkeit spricht zugleich fiir die Schwer- 
metallnatur des Fermentes. 


Durch mechanische Zerkleinerung des Tabaks, wie es beim Mahlen 
geschieht, wird das nicotinabbauende Ferment im Tabak nicht ge- 
schadigt. Diese Feststellung ist bemerkenswert im Hinblick auf die 
eingangs erwahnte Beobachtung von Kénig, wonach der Nicotinschwund 
bei der Trocknung ganzer Blatter geringer ist als der bei der Trocknung 
halbierter Blatter. Die .Unabhangigkeit der Nicotinzersetzung durch 
das Ferment im Tabakblatt von dem Zerteilungsgrad desselben zwingt 
zu der Annahme, da fiir die von Kénig gefundene Abhangigkeit des 
Nicotinschwundes von der GréBe des Tabakblattes mikrobielle Wir- 
kungen, die von der Blattstruktur beeinfluBt werden, verantwortlich 
zu machen sind. 


Die Tatsache, daB der Nicotinabbau im sterilen Ansatz anfanglich 
groBer ist als im nichtsterilen, wurde oben darauf zuriickgefiihrt, dab 
das im Tabakblatt vorhandene Ferment durch die Einwirkung von 
mikrobiellen Proteasen zerstért wird. Diese Vermutung wird bestatigt 
durch den Versuch 6, der zeigt, daB Papain mit Thiosulfat als Aktivator 
die Tatigkeit des Fermentes vollkommen unterbindet, sowie durch den 
Versuch 2, aus dem hervorgeht, daB nach 18stiindiger Garung das tabak- 
eigene, nicotinabbauende Enzym bereits soweit abgebaut ist, daB nach 
weiteren 65 Stunden nur noch ein ganz geringfiigiger Abbau nachweisbar 
ist. Da bei diesen beiden Versuchen das py bis iiber 7 steigt, ware es 
moéglich, daB die Ursache dieser Hemmung in der Unwirksamkeit des 
Fermentes bei diesem py zu finden ist, wie auch aus den in Tabelle I] 
beschriebenen Versuchen hervorzugehen scheint. Jedoch diirfte dieser 
Faktor nur von untergeordneter Bedeutung sein, da der Anstieg der 
pu- Werte nicht so rasch vor sich geht, daB nicht bereits bei unzerstértem 
Ferment ein deutlich erkennbarer Prozentsatz Nicotin abgebaut worden 
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ware. Méglicherweise kommt dieser Zersetzung der Tabaknicotinase 
durch Mikrobenproteasen auch in der natiirlichen Fermentation der 
Tabakblatter eine Bedeutung zu. 


Die vorliegende Versuchsreihe laBt die Anwesenheit eines nicotin- 
abbauenden Fermentes im Tabakblatt gesichert erscheinen. Noch im 
Gange befindliche Versuche zur Abtrennung der ,,Nicotinase** aus Tabak 


scheinen bei Glycerinextrakten im Gegensatz zu den entsprechenden 


Versuchen an tierischen Organen (Werle) und an Bakterien (Bucherer 
und Enders) erfolgreich zu verlaufen. Fiir die an zwei Tabaksorten und 
unter verschiedenartigen Bedingungen reproduzierbar  festgestellte 
merkwitirdige Tatsache, da nur ein konstanter Betrag von 10°, des 
zugesetzten Nicotins fermentativ abgebaut werd, kann keine be- 
friedigende Erklarung gegeben werden. Der Befund entspricht aber der 
Tatsache, daB auch von Fodor und Reifenstein gefunden wurde, dal 
nur ein Bruchteil der dem Abbau unterworfenen Nicotinmenge unter 
sterilen Bedingungen verschwindet. Die Feststellung von Faitelowitz, 
wonach wahrend des Nicotinabbaues die Aziditat eines nichtsterilisierten 
Versuchs steigt, wahrend dieselbe bei sterilen Versuchen konstant bleibt, 
wird insofern von uns bestatigt, als bei unseren Versuchen infolge des 
enzymatischen Abbaues das py zunichst von 6,0 auf 6,2 steigt, bereits 
vom 2. Tage ab jedoch bis auf 5,8 fallt, wohingegen bei mikrobiellem 
Abbau das py bis auf 7 steigt. Dieser Befund entspricht zugleich den 
Untersuchungen von Bodnir und Barta iiber den Verlauf der py-Ver- 
schiebung bei der Fermentation stark nicotinabbauender Tabake. 


Zusammenfassung. 


Unter Bedingungen, die der Trocknung und Fermentation zwar 
nicht entsprechen, aber doch gewisse Riickschliisse auf die Vorgange 
wahrend jener Prozesse erlauben, sind im Gegensatz zu _ friiheren 
Arbeiten, aus denen entweder auf ausschlieBlich mikrobiellen, oder auf 
ausschlieBlich enzymatischen Abbau des Nicotins im Tabak geschlossen 
wurde, sowohl spezifische nicotinabbauende Mikroorganismen als auch 
eine Tabaknicotinase fiir den Nicotinabbau bei Tabak verantwortlich 
zu machen. Unter den eingehaltenen Versuchsbedingungen wurden 
nach 75 Stunden 30 bis 90°, des zugesetzten Nicotins durch Mikro- 
organismen, dagegen nur etwa 10°, durch ein tabakeigenes Ferment 
abgebaut. 

Der mikrobielle Abbau wird im gleichen Mae hervorgerufen durch 
tabakeigene Bacterien als auch durch Bacterien aus Faulschlamm und 
Ackererde, jedoch besteht ein Unterschied zwischen diesen beiden 
Abbauwegen darin, da® das endgiiltig erreichte py im ersten Fall einen 
Wert von 7, im zweiten Fall von 8 hat. Beim enzymatischen Abbau bleibt 








PSS C. Enders u. R. Glawe: Uber den Nicotinabbau im Tabakblatt. 


die Reaktion merkwiirdigerweise bei 10°, des vorhandenen Nicotins 
stehen. Der Abbau ist hemmbar durch Kaliumeyanid, Papain und 
proteolytische Fermente mikrobieller Natur. Er ist unabhangig von 
dem Zerteilungsgrad des Blattes. Charakteristisch fiir ihn ist, daB das py 
nach einem anfanglichen Steigen seinen Ausgangswert unterschreitet. 
Diese Erkenntnisse diirften in verschiedener Hinsicht fiir die Aufklarung 
der Vorgange bei der Fermentation dienen und womédglich fiir die 
rationelle Handhabung derselben Bedeutung erlangen kénnen. Die 
Arbeiten werden fortgesetzt. 
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Zum Kohlenhydratstotfwechsel 
der B,-avitaminotischen Taube. 
Von 
H. Kraut und M. Rohdewald. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund.) 


(Eingegangen am 23. Mérz 1942.) 


Die charakteristischen chemischen Merkmale der B,-Avitaminose 
bestehen nach den hauptsachlich von R.A. Peters und seinen Mit- 
arbeitern! ausgefiihrten Untersuchungen einerseits in der Anhaufung 
von Brenztraubenséure im Blute und Gehirn der avitaminotischen 
Tiere, und andererseits in dem sogenannten  ,,Katatorulineffekt*. 
Suspendiert man Gehirnschnitte avitaminotischer Tiere in glucosehaltiger 
Ringerlésung, so zeigen sie eine gegeniiber der Norm erniedrigte Sauer- 
stoffaufnahme, die durch Zusatz von Vitamin B, bis auf normale Werte 
gesteigert werden kann. Die Erklarung fiir das Zustandekommen dieser 
chemischen Merkmale der B,-Avitaminose ist, daB das phosphorylierte 
Vitamin B, Bestandteil zweier Enzyme ist, der Brenztraubensaure- 
carboxylase? und -dehydrase?, deren Fehlen im kranken Organismus zu 
einer Anhaufung der Brenztraubensaure infolge der Verminderung ihrer 
oxydativen Umwandlung fiihrt. Neben diesen Hauptmerkmalen der 
B,-Avitaminose sind noch weitere Veranderungen des Kohlenhydrat - 
haushaltes beobachtet worden: Zugleich mit der Anhaufung von Brenz- 
traubenséure fanden R.A. Peters und seine Schule eine starke Ver- 
mehrung von Milchséure im avitaminotischen Gehirn und Blut. In der 
Leber der im ersten Krampfstadium befindlichen Taube stellten E. Ahbder- 
halden und E. Wertheimer+ eine wesentliche Zunahme des Glykogens 
fest, die nach B,-Zugabe (in Form eines Hefepraparates) auf einen 
geringen Wert zuriickging. 

Unsere Untersuchung betrifft die Frage, wieweit unter den Ano- 
malien des Kohlenhydratstoffwechsels, die bei B,-Avitaminose fest - 
gestellt wurden, ein Zusammenhang besteht. Fiir die Anreicherung der 
Milchsaure, die besonders im Gehirn der Beriberitauben stattfindet, 
erérterten H. W. Kinnersley und R. A. Peters® folgende Moglichkeiten: 


1 N. Gavrilesceu, A, P. Meiklejohn, R. Passmore u. R.A. Peters, Proc. 
Roy. Soc. 110, 431, 1932; A. P. Meiklejohn, R. Passmore u. R. A. Peters, 
Biochem. J. 26, 1872, 1932; R.A. Peters, ebenda 30, 2206, 1936; Nature 
1940, 387. — 2 K. Lohmann u. Ph. Schuster, diese Zeitschr. 294, 18s, 
1937. — * F. Lipmann, Enzymologia (Den Haag) 4, 65, 1937. ‘ Pfliigers 
Arch. 230, 601, 1932; 283, 395, 1934. — ° Biochem. J. 23, L126, 192%. 
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Die Milchsaure kann 1. schon im Augenblick des Todes vorhanden sein. 
oder sie kann sich 2. post mortem bilden, und zwar entweder aus ver- 
mehrtem Blutzucker oder durch vermehrte glykolytische Fahigkeit des 
avitaminotischen Gehirns. Durch eine besondere Vorrichtung gelang es 
diesen Forschern, die Probenahme so zu beschleunigen, daB sich das 
Gehirn 12 bis 15 Sekunden nach der Tétung in fliissiger Luft befand. 
So konnten sie feststellen, daB tatsachlich schon im Augenblick des 
Todes die Milchsdure im kranken Gehirn angehauft ist. Die Méglichkeit 
der Milchséurebildung aus vermehrtem Blutz:icker lieB sich ausschliefen : 
Der Blutzucker der avitaminotischen Taube ist in ihren (und unseren) 
Versuchen meist nicht erhéht. Aber auch eine vermehrte glykolytische 
Fahigkeit des Gehirns von Beriberitauben glaubten sie ablehnen zu 
miissen, da sie in friiheren Experimenten beim Vergleich von Gehirn- 
schnitten gesunder und kranker Tauben keinen wesentlichen Unter- 
schied des Glucoseabbaues beobachtet hatten. 


In unseren Versuchen tiber den Milchsauregehalt im Gehirn von 
Tauben mit B,-Avitaminose finden wir ebenfalls, daB schon im Augen- 
blick des Todes wesentlich mehr Milchséure als bei normalen Tieren 
vorhanden ist, Aber wir beobachten regelmaBig, daB die postmortale 
Glykolyse zu noch héheren Milchsauregehalten fiihrt. Wahrend bei 
Normalhirn 5 Minuten nach dem Tode (zu welcher Zeit die postmortale 
Glykolyse ziemlich ihr Ende erreicht hat) durchschnittlich 126 mg 
Milchsdure in 100g frischem Gehirn gefunden wurden, enthielten die 
kranken Gehirne durchschnittlich 190 mg Milchsaure auf 100¢ Ge- 
webe. Der postmortale Anstieg betrug im normalen Gehirn durch- 
schnittlich 66 mg, im avitaminotischen 91 mg Milchsaure. 


Die vermehrte Milchsaurebildung lat sich folgendermaBen er- 
klaren. Nach W.C. Sherman und C. A. Elvehjem' geht die anaerobe 
Glykolyse im avitaminotischen Gehirn rasch vor sich und der Zusatz 
von B, zum Gehirnbrei beeinfluBt die anaerobe Glykolyse nicht. Wenn 
nun die Beseitigung der Brenztraubenséure auf dem Wege der De- 
hydrierung infolge von B,-Mangel verhindert ist, kann sich ihr Hydrie- 
rungsprodukt, die Milchséure, anreichern. Die Glykolyse des Beriberi- 
gehirns wird also auch bei Sauerstoffgegenwart hauptsachlich anaerob. 
namlich bis zur Milchsaure, verlaufen, weil durch den Mangel an Co- 
Dehydrase der aerobe Abbauweg der Kohlenhydrate, die Ubertragung 
des Wasserstoffs auf den Sauerstoff, vermindert ist. J.J. Nitzescu. 
Gr. Benetato und R. Oprean? stellten an Leber, Muskel und Niere von 


' Amer. J. Physiol. 117, 151, 1936. — ? C. r. Séane. Soc. Biol. 
Fil. Assoc. 125, 188, 1937, zit. nach Chem. Centralbl. 1938, 1, S. 2576. 
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Tauben fest, dab die Geschwindigkeit der anaeroben Glykolyse von 
| Organschnitten beriberikranker Tiere ebenso gro} wie die von normalen 





) sein, 


s ver- 
‘'t des | Tieren war. Da diese Feststellung uns fiir die Deutung der erhéhten 
ng es | Milchsaurebildung bei B,-Avitaminose wichtig erschien, priiften wir sie 
» das | an den Gehirnschnitten zahlreicher normaler und avitaminotischer 
fand. | Tauben nach. Trotz groBer individueller Schwankungen im Umfang 





< deg | der anaeroben Glykolyse laBt sich erkennen, daB die anaerobe Glykolyse 
hkeit | in den Schnitten der avitaminotischen Gehirne durchschnittlich nicht 
Ren: nur ebenso groB, sondern sogar etwas gréfBer als normal ist. Qo, war 
eren) bei 26 normalen Tieren durchschnittlich 15,9, bei 20 Beriberitauben 20,2. 
ische Wahrscheinlich ist diese durchschnittliche Steigerung eine Folge davon, 
n zu daB die avitaminotischen Gehirne einen erhéhten Gehalt an Brenz- 
hirn. . traubensaure aufweisen. 25 Normaltiere hatten in 100 g frischem Gehirn 
nter- durchschnittlich 3,0 mg Brenztraubensaéure, die Beriberitiere 10,5 mg. 


Nach den Untersuchungen von B. Mendel, M. Bauch und F. Strelitz', die 
von E. Bumm H. Appel und P. Couceiro bestatigt wurden?, steigert 


von \ der Zusatz von Brenztraubensdure die anaerobe Gehirnglykolyse, 
gen- z. B. in einer Konzentration von 2- 10-4 mol. Brenztraubensaure pro 
eren Liter, um ungefahr das Doppelte. Da diese Versuche an Ratten aus- 
tale gefiihrt wurden, priiften wir sie an Taubengehirnen nach und fanden 
bei auch hier eine Aktivierung der anaeroben Glykolyse durch Brenz- 
‘tale traubensaure. 
rane Die Feststellung, da8 in den avitaminotischen Gehirnen eine 
die normale oder sogar etwas erhéhte anaerobe Glykolyse bei verminderter 
Ge- Brenztraubensauredehydrierung verlauft, reicht also aus, um den 
rch. hohen Milchséiuregehalt im Augenblick des Todes zu erklaren. Sie 
erklart aber nicht den groBen Umfang der postmortalen Milchsaure- 
‘ee. bildung, denn hier spielt infolge des Sauerstoffmangels auch bei normalen 
iin Tieren die Dehydrierung eine untergeordnete Rolle. Als Ursache der 
late erhéhten postmortalen Milchsaurebildung der Beriberigehirne erkannten 
<a wir den anormal hohen Kohlenhydratgehalt der avitaminotischen 


ie. Gehirne. 18 Normaltauben hatten durchschnittlich 320 mg Gesamt- 
kohlenhydrate in 100 g Gehirn, davon 55 mg Glykogen: 21 Krampf- 


rie- 
het. tauben hatten 814 mg Gesamtkohlenhydrate, davon 327 mg Glykogen. 
ob Daraus geht hervor, daB die B,-Avitaminose von einer Anreicherung 


Pi. der Kohlenhydrate, insbesondere des Glykogens, begleitet ist. Den 
Befund von Abderhalden und Wertheimer iiber die Anreicherung des 


Ing 

Si Glykogens in der Leber der Krampftaube finden wir bestatigt im 

an Gegensatz zu Y. Edlund und H. Holmgren3, die stets wie wir eine 
Steigerung des Gehirnglykogens, aber ein Absinken des Leberglykogens 

iol, ! Klin. Wochenschr. 10, 118, 1931. 2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 


220, 186, 1933. — * Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 109, 11, 1941. 
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beobachteten. Sie fiihrten ihre Untersuchungen jedoch nicht an Tauben, 
sondern an Ratten aus, bei denen das akute Krampfstadium fehlt. 
Die Kohlenhydratspeicherung weist merkwiirdige zeitliche Schwan- 
kungen auf, deren Richtung aber bei den Normaltieren und den Beriberi- 
kranken im allgemeinen tibereinstimmt. Die héchsten Werte fanden 
wir in dem auffallend warmen September 1940, die niedrigsten in dem 
kithlen Spatherbst 1941. Spritzt man den Krampftauben Vitamin B, 
ein, so sinken innerhalb von 16 bis 24 Stunden regelmaBig sowoh!| 
Milchsaure, wie auch die gesamten Kohlenhydrate des Gehirns fast bis 
auf normale Werte. 


Wenn wir als gemeinsame Ursache aller Veranderungen des Kohlen- 
hydratstoffwechsels bei B,-Avitaminose die Unmédglichkeit der Be- 
seitigung der Brenztraubensaiure durch Dehydrierung und Decarboxy- 
lierung ansehen, so kénnte es gelingen, einen Teil der beobachteten 
Erscheinungen durch Uberschwemmung eines normalen Organismus 
mit Brenztraubensiure hervorzurufen. Die Folge einer solchen Uber- 
schwemmung miiBte eine Vermehrung der Milchsaéure durch anaerobe 
Umwandlung von Brenztraubensdure sein. Es kénnte auBerdem auch 
eine Erhéhung der Kohlenhydratdepots durch Synthese aus Brenz. 
traubensaure eintreten. Tatsachlich finden wir nach intraperitonealer 
Einspritzung von 200 bis 700mg Brenztraubensiure in normalen 
Tauben haufig, wenn auch nicht in allen Fallen, sowohl iibernormale 
Gehalte der Gehirne an Milchséure im Augenblick des Todes, als auch 
erhéhte postmortale Milchsdéurebildung, die auf eine Erhéhung der 
Kohlenhydratdepots zuriickgefithrt werden kann. Eine Synthese von 
Kohlenhydrat aus Brenztraubenséure durch intravendése Einspritzune 
wurde bei Kaninchen schon 1912 von P. Mayer, kiirzlich von G.D. Lv 
und D. M. Needham? festgestellt. Da wir normale Brenztraubensaur 
werte im Gehirn finden, ist erklarlich, da dem normalen Organismus j: 
auch der Weg der Dehydrierung offensteht. 


Das Bestehen eines Zusammenhangs zwischen den bei B,-Aviti- 
minose beobachteten Anomalien des Kohlenhydrathaushaltes, in- 
besondere hinsichtlich der vitalen und postmortalen Milchsaéurebilduny 
wird durch den Erfolg der Brenztraubensaureeinspritzung bei Norma! 
tieren erwiesen. Die Besonderheiten des Kohlenhydratstoffwechse!- 
bei B,-Avitaminose lassen sich demnach durch die eine Annahn: 
erkliren, da die Stauung der Brenztraubenséure infolge der Ve 
minderung ihrer Dehydrierung und Decarboxylierung zu einer An 
reicherung der Anfangs- und Endprodukte der anaeroben Glykoly~: 
fiihrt. 


1 Diese Zeitschr. 40, 441, 1912. — * Biochem. J. 33, 1544, 1939. 
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Milcehsiiure- und Brenztraubensiiuregehalt im Gehirn von normalen 
und B,-avitaminotischen Tauben. 


Eine Entscheidung dariiber, ob die Erhéhung der Milchsaure- 
bildung im Gehirn bei B,-Avitaminose schon wahrend des Lebens 
oder erst nach dem Tode eintritt, konnte erst getroffen werden, als 
Kinnersley und Peters (|. c.) durch Anwendung einer T-férmigen Guillo- 
tine, die zugleich den Kopf des Versuchstieres abtrennt und die Schadel- 
kapsel spaltet, die Zeit zwischen Tétung und Einfrieren der Gehirne 
auf 10 bis 15 Sekunden verminderten. So konnten sie feststellen, dab 
bereits im Augenblick des Todes die avitaminotischen Gehirne héhere 
Milchsaurewerte als die normalen Gehirne aufwiesen. Bei Normal- 
tieren fanden sie nach 15 Sekunden durchschnittlich 55 mg Milchsaure. 
bei den Krampftauben 95mg in 100g Gewebe. Unsere Ergebnisse 
stimmen hiermit sehr gut iiberein. 34 Normaltauben gaben durch- 
schnittlich 60 mg, 34 Krampftauben 99mg. Die Zunahme der Milch- 
siure nach dem Tode mafen die beiden Forscher nur noch in Stich- 
proben wahrend 1 bis 2 Minuten, ohne dem Unterschied zwischen 
gesunden und kranken Gehirnen naher nachzugehen. E1 wird erst 
deutlich, wenn man bis zum Abklingen der Milchsaurebildung wartet. 
Hierzu sind, wie auch W. EF. Stone! fand, 5 Minuten erforderlich. Spater 
nimmt die Milchséure nur noch unerheblich zu. 


Die Milchséure bestimmen wir nach Fiirth-Charnass in der von 
E. Lehnartz? ausgearbeiteten Form. Nach der Spaltung des Schadels 
wertfen wir die eine Gehirnhalfte sofort in fliissige Luft, die andere nach 
5 Minuten. Von dem im Morser zerriebenen Gewebe werden 60 bis 100 mg 
in gewogene, mit Salzsaéure beschickte Glaschen eingefiillt und die Gewichts- 
differenz ermittelt. 

Wir stellten fest, daB bei normalem Gehirn die Milchsaéure von 
durchschnittlich 60 auf 126mg, bei avitaminotischen dagegen von 
99 auf 190 mg je 100 g Gewebe ansteigt. Der Zuwachs entspricht also 
in beiden Fallen ungefahr der im Augenblick des Todes vorhandenen 
Milchsaure. 


Fiir die Ermittlung der Brenztraubensaure stand frither nur die 
Bestimmung der bisulfitbindenden Substanzen zur Verfiigung. R. H. St. 
Thompson und R. E.Johnson® waren die ersten, die im Blute von 
avitaminotischen Tauben einen abnorm hohen Gehalt an_ bisulfit- 
bindenden Substanzen beobachteten. R. E. Johnson* bestimmte dann 
mit Hilfe von 2,4-Dinitrophenylhydrazin, da die Erhéhung der 
bisulfitbindenden Substanzen bei Beriberi auf dem Zuwachs von Brenz- 


' J. of biol. Chem, 135, 43, 1940. 2 Zoitschr. f. physiol. Chem. 179, 
1, 1928. — * Biochem. J. 29, 694, 1935. 4 Ebenda 30, 31, 1936. 
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raubensdure beruht. Erst die Methode von G. D). Lu}, der wir in allen 
Einzelheiten folgen, erméglicht eine exakte Messung der Brenztrauben- 
sdure. 

Seine Methode beruht auf der Herstellung des Brenztraubensaury 
2, 4-Dinitrophenylhydrazons, das in Essigester gelést und dieser Losuny 
durch Ausschiitteln mit Soda entzogen wird. Dadurch erfolgt eine Trennuny 
von allen Hydrazonen, die keine Carboxylgruppe enthalten. Die Soda 
lésung kolorimetrieren wir im Pulfrich-Photometer (Filter S 45), wahrend 
Lu ein photoelektrisches Kolorimeter verwendet. Wegen des andere? 
Filters muBten wir eine besondere Eichkurve aufstellen. 

B.S. Platt und G. D. Lu untersuchten zuerst das Blut von beriberi 
kranken Menschen, und zwar auf seinen Gehalt an bisulfitbindenden 
Substanzen, der gegentiber der Norm stark erhéht war2. Mit seine: 
neuen Methode verglich G. D. Lu? den Brenztraubensauregehalt des 
Blutes von Ratten, Tauben und Menschen sowohl! in gesundem wie in 
B,-avitaminotischem Zustand. Bei normalen Tauben findet er 0,87 mg 
Brenztraubensaure in 100g Blut, bei den avitaminotischen 5,39 mg 
Ratten hatten im Normalzustand etwas mehr Brenztraubensaure. 
namlich durchschnittlich 1,09 mg, der Anstieg bei der Krankheit wai 
geringer (bis auf durchschnittlich 3,21 mg). Normale und geheilte 
Menschen hatten durchschnittlich 0,55 mg Brenztraubensaure in 100 ¢ 
Blut, bei subakuter Beriberi war der durchschnittliche Gehalt 0,93 mg. 
bei akuter 2,72 mg. 

Unsere Bestimmungen an 14 normalen Tauben (Tabelle 1) ergaben 
einen wesentlich héheren Durchschnittswert, namlich 1,9 mg in 100 2 
Blut, 27 Beriberitauben (Tabelle II) dagegen lagen mit 4,9 mg etwas 
unter dem Luschen Durchschnitt. Worauf die Differenz der Norma. 
tiere zuriickzufiihren ist, konnten wir nicht feststellen. Da schon 
zeitliche Schwankungen sich bei unseren Versuchstieren deutlicl 
abzeichnen (vgl. Tabelle VI), ist es méglich, daB die groBen Unterschiede 
des Klimas und der Fiitterung, denen unsere und die Luschen Versuch- 
tiere ausgesetzt sind, sich auf die Brenztraubensduregehalte auswirke: 
Vielleicht handelt es sich auch um Unterschiede der Taubenrasse: 


Im Gehirn finden wir bei Normaltieren zwischen 1,3 und 4,3 mz 
Brenztraubensaure pro 100 g Gewebe, im Durchschnitt von 25 Tiere: 
3,0mg. Die avitaminotischen Tauben ergaben Werte zwischen 4.4 


und 18,4 mg, im Durchschnitt von 27 Tieren 10,5 mg Brenztraubensaure 


Wie in den Versuchen von Lu wurden auch unsere Tiere mindesten- 
1 Stunde vor der Tétung oder Blutentnahme in Ruhe und Dunkelhei: 
gehalten. Trotzdem war ein EinfluB der vorausgehenden Lebenswei~ 


1 Biochem. J. 33, 249, 1939. — 2? Chin. Physiol. Soc. 1935, 16. Pr 
— 3% Biochem. J. 33, 774, 1939. 
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fabelleI. Brenztraubensaure- und Milchsaurebestimmungen 
im Gehirn von Normaltauben!. 





mg . mg BTS. in 100g mg MS. in 100g 
Nr. BTs, ™8 MS. Gehirn Gehi 
Datum Art der : I : shomecies 
ler » Pte Tine i ir e _ 
raube der Totung Tierhaltung 100 ¢ —— shah nach aaa nasil 
Blut 10-15 Sek. 5 Min. 10-15Sek. 5 Min 
l 21. II.1939 Stall 45,4 85,5 
2 28. III. 1939 ¥ 57,9 101,7 
3 18. IV. 1939 Ne _ . 53,9 105.6 
4 18. IV. 1939 ps 56,5 132.3 
5 24. IV. 1939 ae 51,3 124.6 
6 24. IV. 1939 wm . 64,8 117.8 
7 26. IV.1939  frisch vom — - 39,6 111,2 
Handler 
8 26. IV.1939 — dasselbe — 50,0 124,1 
21 19. X.1939 Stall 1,44 1,62 0,98 41.4 107.9 
22 27. X.1939 oe 1,42 0,27 76,5 104,0 
23 27. X.1939 “ 1,25 0,46 67,5 
25 21. XII. 1939 Ps 2,80 27,48 2.85 1,62 38,8 141,0 
26 23. I.1940 re 2.04 26,16 — 1,24 55,5 130,5 
29 30. IV. 1940 ‘i — ak 1,97 53,7 136,0 
30 30. IV. 1940 * — — 2,34 1,91 43,3 112,0 
3 30. IV.1940 “ 2,38 2,72 40,0 101,8 
32 30. IV. 1940 ma 3,09 2,03 42,5 155.2 
33 29. V.1940 = - - 3,54 2,07 60,3 
3 29. V.1940 ‘ -- 2,73 1,89 40.0 107.5 
35 29. V.1940 ie - 2,71 1.79 50,4 149.9 
46 10. VI. 1940 si ~ — 2,70 1,87 - 
37 10. VI. 1940 ‘a 2,40 1,87 - 
38 5. VIT. 1940 “ 2,30 2,20 74,9 123,9 
38a 5. VIL. 1940 oa 1,53 — 2,97 1,69 69,7 122,0 
39 11. VIT. 1940 a 3,24 1,81 56,4 154,9 
40 12. VII. 1940 re 2,03 22,9 3,86 3,57 65,8 104,8 
55 10. X.1940 frei flieg. 1,46 — 4,02 67,8 163,3 
56 17. X.1940 7 1,97 4,27 - 84,4 164,3 
57 18. X.1940 os 2,02 - 4,24 74,3 114,6 
os] 26. XI. 1940 Stall 64,5 140.6 
60 11. XIT.1940 _ 1,91 — _ 53,0 105,1 
bl 19. XIT. 1940 * 1,34 - 3,15 . 86,2 145,9 
67 23. 1.1941 “a 1,34 _ 3,62 81,3 
68 31. 1.1941 ss 1,64 1,93 72,6 108,2 
74 3. IV. 1941 a 3,44 _ 3,55 -- 67,4 146,5 
75 4. VIT. 1941 ‘ 1,65 3,11 4,2 147.5 
Mittel: 1,90 2,98 1,78 60,0 126.0 


noch zu erkennen. Einige Tiere, die aus einem Taubenschlag mit freiem 
Ausflug stammten, zeigten die héchsten von uns bei Normaltieren 
beobachteten Werte im Gehirn. Es ist wahrscheinlich, daB dies auf die 
grOBere kérperliche Tatigkeit der frei fliegenden Tiere zuriickzufiihren 
ist, da Lu? bei Kaninchen, Johnson und Edwards? beim Menschen eine 


1 Alle Mengenangaben der Tabellen beziehen sich auf die frisehen 
Organe, nicht auf das Trockengewicht. 2 Biochem. J. 33, 774, 1939. 
3 J. of biol. Chem. 118, 427, 1937. 
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Tabelle IT. 
de 
Brenztraubensaure- und Milehsaurebestimmungen li 
im Gehirn von B,-avitaminotischen Tauben. 
A 
2 y - 3TS. in 100 mg MS, Oe 
2 Datum Zeit zwischen BTS. mg MS. sas gp i ha +” ‘Scene 
Ze der Tétung erstem Krampf in 100 cem a - ane : es 
a und Totung 100 8 slut nach nach nach nac} 
7 Blut 10-15 Sek. 5Min. 10-15 Sek. 5 Mi ac 
VO 
9 (23. V.1989 24 Std. — — 100,7 = 192, kr: 
10-26. V. 1939 BO 7s _ - 92,8 179, WV, 
11 1. VI.1939 ty - 104,38 1921 
12 2 VI.1939 aes ia 77,1 | 187.5 De 
13 | 16. WI.1939 oe - -- 91,8 | 152,3 Ge 
14 | 21. VI. 1939 A. i - — 83,3 | 179,2 an 
15 21. VI.1939 mindest. 2 Std. — — _ 82,7 21144 -6 
16 '24. WI.1939 23 Std. = _ — 79,3 170, Wy 
7  O. VII.1939 etwa 24 Std. _ — 93,4 | 162.0 nai 
18 7. VII. 1939 24 Std. _ = 82,2 | 155, 
19 14. VII. 1939 e — o 103,6 203, 
20 (21. VII. 1939 1—2 Std. _ - 80,2 226.3 Bu 
24 1. XII. 1939 24 Std. 3,25 8,37 | 3,23 114.6 168, 
7 (17. IV.1940 ar 7,44; — 10,80 6,70 146,2 2674 
28 $23. IV.1940 iiber 6 Std. 4,23 36,8 5,75 3,39 81,8 172,58 _ 
41 16. VII. 1940 6 RS 4,70 45,8 13,00 9,92 103,6 144.5 Ana 
42 22. VII.1940 mindest. 7 Std. 2,64 — 8,76 7,49 95,9 164,3 
43 23. VII.1940 “i D ss 4,14 7,07 | 7,09 106,0 154.4 
44 24. VIT. 1940 22 Std. 9,56 11,35 | 7,03 97,3 . 158,3 der 
45 25. VII.1940 iiber 24 Std. ~ — — 118,1 | 194,: 
46 29. VIII. 1940 ae are 10,75 — _ — - 
47 9. IX.1940 24 Std. 8,61 - — - 98,1 135, 
48 9. IX.1940 mindest. 6 Std. 8,74 — _ -- 
49 10. IX.1940 = 8 , 11,34) — _ — = 220, 
50 14. IX.1940  18—20 Std. 16,42 | — - ; 
51 17. IX.1940  mehrere Std. — ~ 9,12 oa 109,9 | 242.6 p 
62 17. IX.1940 ‘ i - - 48 | + - | 282, 
63 20. IX.1940 Me a ae 13,05 ee 82.6 161 : 
64 24. IX.1940 mindest. 6 Std. — ~ _ — 55,1 168.4 y 
58 8. XI.1940  etwa 3 Std. 4,26 11,39 — 115,7 = 160,s ) 
62 3 I. 1941 oe koe 2,15; - 18,10 — 104,0 247.9 ; 
63 7. if.194! 11), Std. 3,21 13,2 _ 265.' 4 
64 9. I. 1941 mindest.11/,Std. 3,12 — 11,8 — 113,0 165.7 ; 
65 9. I. 1941 11/,—2 Std. 5,03) - 18,4 - 113,0 P 
66 | 9. 11.1941! 1'/,-2 ,, 4,85 14,0 _ 131,38 254.5 . 
69 7 ID.1941 8 Std. 1,95 4,4 de . 
70 (13. II. 1941 2—4 Std. 4,93 9.4 — 98,8 216." 
71 17. IL1941 = 30 _—, 847; — | 11,7 ; 
72 (18. II.1941 mindest. 1, Std. 4,18 108 = @ 
73 20. %IL1941 43 Min. 3,15, — 80 - @ 
76 14. VII.1941  mindest. 9 Std. 4,46 - 9,94 : 93,6 235. . 
77° #13. TX.1941 80 Min. 447 — 5,23 _ 111,6 = 168,' e! 
78 18. IX.1941 6 % 3,90 — 6,59 — 112.3 170, . 
79 4. X.1941) mehrere Std. 2,31 — 7,73 — ~_ - AS 
80 10. X.1941 i - 1,82 7,06.| — 98,5 175, , 
Mittel: 4,93 0.51 6,41 99.0 190. i 
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deutliche Erhéhung der Brenztraubensaurewerte im Blute nach kérper- 
licher Anstrengung fanden. 


Anaerobe Glykolyse normaler und B,-avitaminotischer Taubengehirne. 

Fiir die Deutung des Kohlenhydratstoffwechsels bei Beriberi war 
es notwendig, die von Sherman und Elvejhem (|. c.) mitgeteilte Beob- 
achtung, daB die anaerobe Glykolyse im avitaminotischen Gehirn rasch 
vor sich geht, durch einen exakten Vergleich der gesunden und der 
kranken Organe zu ergainzen. Die Messungen fiihrten wir nach der 
Warburgschen manometrischen Methode in Glucose-Ringerlésung aus. 
Das Ergebnis zeigt Tabelle I11. Der Milchsaurequotient in den normalen 
Gehirnen (}? lag zwischen 9 und 20 und betrug im Durchschnitt von 
26 Tauben 15,9. In den Gehirnen der Beriberitauben dagegen schwankt 
(Jy zwischen 13 und 24. Der Durchschnitt von 20 Krampftauben war 
mit Qs, 20,2 um 27°, hoher als der der Normaltiere. 

Zum Vergleich fiihrten wir entsprechend den von Mendel und von 
Bumm an Ratten vorgenommenen Versuchen einige Versuche mit 


Tabelle ILI. 





Anaerober Glucoseumsatz von Gehirnschnitten Anaerober Glucoseumsatz von Gehirnschnitten 
normaler Tauben B,-avitaminotischer Tauben 


, dé No Nr. é N 
der Taube én Totung OV der Taube dor Sous Oy 
23a 2. XI. 1939 15,7 24 1. XII. 1939 20,9 
23b 4. XI. 1939 13,3 41 16. VII. 1940 13,3 
23¢ 17. XI. 1939 14,7 42 22. VII. 1940 22,9 
23d 28. XI. 1939 14,1 43 23. VII. 1940 18,8 
23e 30. XI. 1939 15,3 $4 24. VII. 1940 19,6 
23 f XIT. 1939 12,7 45 25. VII. 1940 19,2 
38 5. VIL. 1940 16,1 46 29. VIIL. 1940 13,2 
39 11. VII. 1940 20,1 47 9, IX. 1940 24,6 
40 12. VII. 1940 9,0 48 9, IX. 1940 A 
dla 17. VII. 1940 14,9 49 10. IX. 1940 21,0 
41b 18. VII. 1940 15,6 51 17. IX. 1940 19,4 
dle 19. VII. 1940 17,4 53 20. IX. 1940 22,3 
46a 5. IX. 1940 16,0 54a 1 6X. 1940 19,3 
54a 8. xX. 1940 20,0 58 8. XI. 1940 19,7 
55 10. X. 1940 18.0 63 7. T. 1941 22,5 
55a 15. X. 1940 16,3 64 9. I. 1941 21,9 
57 18. X. 1940 11,8 65 9. I. 1941 19,5 
61 19. XII. 1940 16,9 71 17. If. 1941 18,5 
67 23. I. 1941 17,0 72 18. II. 1941 23,8 
68 31. I. 1941 16,5 80 10. X. 1941 20,5 
73a 12. III. 1941 18,5 . ; on 9 
73b 15. INL. 1941 20,0 Mittel: | 20,2 
73¢ 18. III. 1941 15,8 
73d 18. III. 1941 15,0 
75D 4. VIT. 1941 18,3 
79a S& 3%. 194) 15,3 


Mittel : 15.9 
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Zusatz von Brenztraubensaure zu Taubengehirnschnitten aus. Di 
Konzentration der Brenztraubensdure im Ansatz war m/500. Da wit 
ungefahr 20 mg Frischhirn auf 1.1 cem Lésung verwenden, war de: 
Zusatz das 100fache derjenigen Brenztraubensdure, die wir in de: 
avitaminotischen Gehirnen finden (durchschnittlich 10 mg auf 100 ¢ 
Gehirn). Die Steigerung betrug dabei 30 bis 70°, des urspriingliche: 
Milchsdurequotienten : 








tr, Her Ohne Zusats | _ Mit Zusats i Nr. der _ Ohne Zuzatz Mit Zusatz 
Taube von Brenztraubensiure Taube von Brenztraubensiure 
23b 13,3 19,5 38 16,1 22.0 
23d 14,1 18,5 40 9,0 15,2 
23e 15,3 20,2 dle 17,4 Sain 


Dabei ist aber zu bedenken, daB die in den Gehirnschnitten nach 
gewiesene Brenztraubensaure sich am Ort der Wirkung selbst befindet 
wahrend von der zugesetzten Brenztraubensdure nur ein unbekannte! 
Teil durch Diffusion dorthin gelangt. Nimmt man eine gleichmabig: 
Verteilung der Brenztraubenséure zwischen Gehirnschnitt und Lésunz 
an, so entfallt ungefahr !/;, des Zusatzes auf die angewandten 20 mz 
Gehirnschnitt. 

Wahrend der postmortalen Glykolyse nimmt die Brenztraubensaur 
in den Gehirnschnitten ab. Nach 5 Minuten finden wir bei den Norma! 
tieren nur noch durchschnittlich 1,8 mg Brenztraubensdure auf 100 ¢ 
Gehirn, bei den Beriberitieren 64mg. Die Abnahme betragt also i 
beiden Fallen etwa 40°, der urspriinglich vorhandenen Menge. 


Der Kohlenhydratgehalt normaler und B,-avitaminotischer Tauben. 


Die Frage, woher die vermehrte Milchsaurebildung im Gehirn de: 
Krampftauben stammt, haben Kinnersley und Peters auf Grund einige: 
orientierender Versuche dahin beantwortet, daB der Blutzucker dafii 
auf keinen Fall ausreicht und da® auch zwischen der Veranderung de: 
reduzierenden Substanzen im Gehirn selbst und der Zunahme de 
Milchséure keine Parallelitat besteht. Sie finden sogar 6fters ein: 
Zunahme der reduzierenden Substanzen wahrend der postmortale: 
Milchsaéurebildung. Wenn man, wie es in unseren Versuchen geschal: 
die postmortale Milchsaurebildung nicht 1 bis '/,, sondern 5 Minute: 
lang verfolgt, so findet man fast immer eine Abnahme der reduzierende: 
Substanzen im Gehirn, aber eine Parallelitat mit dem Umfang der Milc! 
saurebildung ist keineswegs vorhanden. 

Hieraus geht hervor, da®B zur Beantwortung der Frage, worauf di: 
vermehrte Milchsiurebildung in den Gehirnen der Krampftaube: 
zuriickzufiihren ist, eine Bestimmung der reduzierenden Substanze: 
allein nicht ausreicht. Daher haben wir nebeneinander Glucose, 1 
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Nr. der Taube 


mg Glucose 


nach 10—15 Sekunden 


nach 5 Minuten 


Art der Taube 


27 208,3 107,5 Krampftaube 
28 107,4 67,4 x 
29 70,7 37,8 Normaltaube 
30 84,4 58,5 re 
31 69,8 44,3 Pe 
32 141,4 67,3 9s 
33 81,9 57,0 - 
34 86,2 59,3 si 
35 97,4 43,0 J 
— 66,7 67,8 Krampftaube 
36 87.9 53,5 Normaltaube 
3? 59,4 36,0 ie 





Salzsdure hydrolysierbare Zucker (sogenannte niedere Kohlenhydrate) 
und Glykogen bestimmt !. 

Dazu wurden die Gehirne in fliissiger Luft gefroren, mit 60°) igerm 
Alkohol extrahiert und, wie auf S. 1241f. der zitierten Abhandlung be- 
-chrieben, weiter verarbeitet und enteiweiBt. In einem Teil der so ge- 
wonnenen Fliissigkeit bestimmten wir direkt den Zucker nach Hagedorn- 
Jensen, in einem zweiten Teil fiihrten wir eine Hydrolyse mit Salzsiure 
vor der Zuckerbestimmung durch. Der Riickstand der Extraktion mit 
60°4igem Alkohol diente zur Glykogenbestimmung nach Pfliiger (siehe 


S. 1240 der zit. Abh.). 

Wir verwandten dabei, wie es fiir die Bestimmung der Glucose nach 
Hagedorn-Jensen in Gewebe auf 8. 1254 der zitierten Abhandlung an- 
gegeben wird, das Dreifache der fiir die Bestimmung im Blute iiblichen 
Ferricyanidmenge und stellten eine Eichkurve fiir bekannte Glucosemengen 
sowohl ohne als auch mit Vorbehandlung von Salzsaure auf. 

Tabelle LV enthalt die Bestimmungen an Normaltauben, Tabelle V 
diejenigen an Krampftauben. Vom Gesamtkohlenhydratgehalt des 
Gehirns, der bei 18 Normaltauben durchschnittlich 320 mg auf 100 ¢ 
Gewebe betrug, entfielen auf Glykogen 55 mg, auf die niederen Kohlen- 
hydrate 265 mg, wovon 135 mg Glucose waren. Bei 21 Beriberitauben 
fanden wir durchschnittlich 814 mg Gesamtkohlenhydrate, von denen 
327 mg auf Glykogen und 487 mg auf die niederen Kohlenhydrate ent- 
fielen. Von letzteren waren 224 mg Glucose. Die grobe Vermehrung 
der Kohlenhydrate, die durch die Avitaminose hervorgerufen wird, 
betrifft also hauptsichlich das Glykogen, dessen Menge wir versechsfacht 
finden. Allerdings sind unter unseren Messungen zwei auBerordentlich 
hohe Werte (Taube Nr. 49 und 52), die im September 1940 gemessen 
wurden. Sieht man von diesen ab, so ist die Glykogenmenge immer 
noch gegeniiber der Norm verdreifacht. Die niederen Kohlenhydrate 

' Siehe K. Lohmann, Chemische Bestimmung der Glykolyse und det 
Resynthese der Kohlenhydrate in C. Oppenheimer u. L. Pincussen, Di 
Methodik der Fermente, S. 1236ff. Leipzig. Verlag G. Thieme, 1929 
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Zum Kohlenhydratstoffwechsel der B,-avitaminotischen Taube. 
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302 H. Kraut u. M. Rohdewald: 


sind bei den Krampftauben um 83°, die Glucose allein um 66‘ 
erhéht. Obwohl der Bestand an Glucose sowohl in den normalen wie in 
den kranken Gehirnen ausgereicht hatte, um die postmortal gebildete 
Milchsaure entstehen zu lassen, muB man aus der mangelnden Parallelitit 
von Glucoseabnahme ‘und Milchséurezuwachs schlieBen, daB sich auch 
die iibrigen Kohlenhydrate an der Milchsaurebildung bzw. an der 
Nachlieferung der Glucose beteiligen. 

In der Leber finden wir keinen Zuwachs an Glucose durch die 
Avitaminose, Die iibrigen niederen Kohlenhydrate, deren Menge in der 
Leber iibrigens gering ist, sind durch die Erkrankung mehr als ver- 
doppelt. Bekanntlich ist die Leber das gréBte Glykogendepot des 
Korpers. Unsere Normaltauben hatten durchschnittlich 1280 mg_ in 
100 g Leber. Bei der Ermittlung des Glykogenzuwachses wihrend der 
Avitaminose ist zu beachten, daB durch die Krampfe der Glykogen- 
gehalt der Leber rasch vermindert wird, wahrend dies beim Gehirn 
nicht erkennbar war. Lm Durchschnitt aller 23 Versuche hatten die 
Krampftauben 3700 mg Glykogen in 100g Gewebe. Wahlen wir aber 
die 12 Tauben aus, bei denen die Tétung im Anfang der Krampfe erfolgte 
(Tauben Nr. 58, 63, 64, 65, 66, 70, 72, 73, 77, 78, 79, 80 der Tabelle IV). 
so erhalten wir einen Durchschnitt von 5200 mg Glykogen, also un- 
gefahr das 2!/,fache des Normalgehalts unserer Tauben. Auch Abder- 
halden und Wertheimer (I. c.) geben an, daB die Tauben im ersten Krampf- 
stadium getétet werden sollen, um das Maximum des Glykogengehalts 
zu finden. 

Ein ganz anderes Bild ergibt der Muskel. Hier sind bei den Krampf- 
tauben Glucose und die anderen niederen Kohlenhydrate ein wenig 
erhoht, das Glykogen dagegen auf ungefahr den dritten Teil des Normal- 
gehalts vermindert. Dies ist zweifellos auf die starke Muskelarbeit 
waihrend der Krampfe zuriickzufiihren. ; 

’ Uber den Blutzucker bei Beriberi finden sich in der Literatur 
zahlreiche, zum Teil widersprechende Angaben!. In unseren Versuchen 
an 17 gesunden Tauben und 14 Krampftauben sahen wir durchschnittlich 
eine nicht erhebliche Erhéhung des Blutzuckers durch die Avitaminose. 
Die Angabe von Kinnersley und Peters, daB neben fast normalen Werten 
gelegentlich sehr hohe Blutzuckerwerte bei Krampftauben vorkommen, 
findet auch in unserem Material einen Beleg (Taube Nr. 79 mit 366 mg). 
Die Normalwerte schwanken bei durchschnittlich 180 mg in 100 ccm 
Blut von 130 bis 205 mg, die der Krampftauben bei durchschnittlich 
220 mg von 160 bis 250 mg, abgesehen von dem erwahnten hohen Wert. 

Der Uberblick iiber die Veranderungen der Kohlenhydrate bei 
Taubenberiberi und der Vergleich der Ergebnisse verschiedener La- 


' Siehe R. Grewe, Erg. d. Physiol. 89, 252, 1937, und zwar 8, 259. 





Al 




































Zum Kohlenhydratstoffwechsel der B,-avitaminotischen Taube. 303 
5 | boratorien wird dadurch = mie a a ee 
>in sehr erschwert, daB es &| 3) 8 es SRES Sess mt 
ete schon bei Normaltieren siiu|* 4“) 7" " "US" &" 
tit sroke zeitliche Schwankun- %&] 2) 3& S828 283325 22 
: is 2s Be men nm AS HON ME 
ich genim Kohlenhydratgehalt =] 2) ~# 6. See 
der der Organe gibt,die esnot- 7] = 22s —_ | ie , 
wendig machen, zu jeder E 4222 SS 3S ae ASS 
die neuen Serie von Reis- ~ | = © =. 
der tauben auch die entspree ¢]»¥ 2% 23 8 Seuzecee 
er- chenden Normaltiere zu oj) ~° "~~ SUSU ene 
des untersuchen. Jahreszeit- *] 5/2 42 $28 2 22422388 
in liche Schwankungen der = 8 3% PB Dp we en ah ab we 
ler Krampfbereitschaft, auf | 3 rita er hae ti 
on- die Abderhalden und Wert- >} 7| 38 BESS SRISSERR 
irn heimer aufmerksam ma. 7 3 | TROL SP Pee oe 
die chen, werden wohl allge- ¥ ES Od IDE Se eis ee meen re 
ber mein beobachtet. Eine Be o || §| Shoe 8 S & oO S == 
ste ziehungzum Kohlenhydrat- ‘=] 3 | r 
V). gehalt der Organe ist aber pe «| 28 22S 2ISS3ssR 
in- nicht deutlich. Unsere &} | °° cake cies hs 4 EM, 
er- Tabelle VI, in der wir un- 3 O13: 06 cow e eh eee ws 
pf. sere Versuchstiere gruppen- 2 3 gets + SHR Ga SuSsz 
Its weise sO zusammenstellen, =] = re 
wie sie in den Versuch ge- = = 6§ 1/225 9 2SSRTSR 
of - nommen wurden, lassen | 2 ost HS Prd in 
Lig wohl die groBen Schwan. 2! ©) Si BO. a 
= — 5 or= © @ St Oo AF) 
al- kungen im Kohlenhydrat- +] =  S2L5ER SRSABAA 
eit gehalt der Gruppen, aber AZ] = “i 
keinen eindeutigen Zusam == |? | ff S52 FUESESZ 
ur menhang mit der Jahres > ‘ : 
en zeit erkennen. =| 38 eZe g Sr gg Pat ep eee 
ch oy" "SF 1 
qj Die Veriinderungen von 7 t cege €eeee se 
a Brenztraubensiure, Mileh- = 3 S522 9444225 
q siiure und Kohlenhydraten = = é e328 2222228 
r). hei der Heilung derTauben- = z =e g é e é EE BE: 
ch Um den ursachlichen = == 
t. Zusammenhang der beob- ~ SSsS3S3F23555 
Ci] achteten Erscheinungen ~ ¢ ae yu abe abe alia 
a- mit der B,-Avitaminose , 5 Sx _s$ . = =. 
sicherzustellen, wares not- = ss 8 aC ER oa ae: 
wendig, die Riickkehr zur £ get £52° 86 











304 H. Kraut u. M. Rohdewald: 


Norm nach der Einspritzung von Aneurin zu verfolgen. Um eine 
rasche und vollstandige WHeilung herbeizufiihren, gaben wir den 
Krampftauben eine verhaltnismaBig groBe Dosis Aneurin, namlich 
50 bis 60 y Betaxin subeutan, Die Krampfe waren nach 2 bis 3 Stunden 
verschwunden, am anderen Morgen waren alle Tauben véllig frei von 
Krankheitssymptomen. 18 bis 24 Stunden nach der Injektion wurden 
die Tiere getétet. Tabelle VII zeigt den Erfolg der Heilung von 10 Beri- 
beritauben. Im Blute sind die Normalwerte von Brenztraubensaure 
und Blutzucker annahernd wieder erreicht. Ebenso befinden sich im 
Gehirn die Werte von Brenztraubenséiure und Milchsaure nur noch 
wenig tiber der Norm. Die niederen Kohlenhydrate, einschlieBlich der 
Gucose, liegen ungefahr in der Mitte zwischen den Krampfwerten und 
der Norm, wahrend das Glykogen die Norm vollstandig erreicht hat. 
Bemerkenswert ist, daB die Kohlenhydratdepots der Leber, darunter 
vor allem das Glykogen, durch das Krampfstadium verarmt sind und 
auch nach der Heilung zum Teil weit unter der Norm liegen. Im Muske| 
ist die fortschreitende Restitution deutlich zu erkennen. Die niederen 
Kohlenhydrate einschlieBlich der Glucose sind héher als die der Normal|- 
tauben und der Krampftauben. Das Glykogen liegt am Tage nach der 
Aneurineinspritzung etwas hoher als im Krampfstadium, ist aber noch 
weit von dem hohen Normalbestand entfernt. Bei der Beurteilung ist 
zu beriicksichtigen, daB die Tauben seit dem Eintritt der Krampfe 
keine Nahrung mehr zu sich genommen haben. Samtliche Anderungen 
sind also Verschiebungen innerhalb des vorhandenen Organbestandes. 


Die Wirkung intraperitonealer Einspritzung von Brenztraubensiure 
bei Normaltauben. 

Um eine Wirkung zu erreichen, die auch nur einigermaBen mit 
der dauernden Uberschwemmung des Kérpers durch Brenztrauben- 
siure bei B,-Avitaminose vergleichbar war, muBte ein groBer Betrag 
von Brenztraubenséure durch intraperitoneale Injektion zugefiibrt 
werden. 50mg Brenztraubensdure pro Taube intravends riefen keine 
merkbare Veranderung von Milchséure und Brenztraubensaure im 
Gehirn in 25 Minuten hervor; 86 mg Brenztraubensaure intraperitonea!| 
lieBen eben eine kleine Erhéhung der Milchsaure im Gehirn nach 
5 Stunden erkennen, die aber nur die im Augenblick des Todes vor- 
handene Milchsdéure betraf. Spater verwendeten wir (s. Tabelle VIII) 
pro Taube Mengen von 200 bis 700 mg Brenztraubensaure in 10 bis 
12ccm Wasser, die bei sorgfailtiger Neutralisation fast immer gut 
vertragen wurden. Im Blute tritt dadurch eine viele Stunden anhaltende 
Erhéhung der Brenztraubensaure ein, die meist nach ungefahr 3 Stunden 
ihr Maximum mit 5 bis 18 mg pro 100g erreicht. Die Tétung wurde 
daher meist nach 3 Stunden vorgenommen. 
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Wenn auch nicht immer, so trat doch ungefahr in der Halfte der 
beobachteten Falle eine Erhéhung der Milchsaure im Cehirn ein, die 
lie Norm deutlich tiberschritt (in der Tabelle VIII fett gedruckt). Diese 
Erhéhung betraf nicht nur die im Augenblick des Todes vorhandene, 
sondern auch die postmortal gebildete Milchséure. In diesen Fallen 
war der Blutzucker deutlich erhéht. Die Kohlenbydratanalyse des 
Gehirns lieB keine Erhéhung des Glykogens erkennen. Dagegen waren 
die niederen Kohlenhydrate mit durchschnittlich 480 mg auf 100 ¢ 
Gewebe deutlich tibernormal, ebenso die darin enthaltene Glucose mit 
270 mg. Im Gegensatz dazu wurde die Brenztraubensaiure im Gehirn 
fast immer normal gefunden. Obwoh] also die normal mit Vitamin B, 
versorgten Tiere in der Lage waren, eine Anreicherung der Brenztrauben- 
siure im Gehirn zu verhindern, und auch eine Anreicherung des Glyko- 
gens ausblieb, bewirkte die groBe Zufuhr von Brenztraubensaure doch 
eine Erhéhung des vitalen Gehalts an Milchséiure und eine Erhéhung 
der niederen Kohlenhydrate, die zu der fiir die B,-Avitaminose charak- 
teristischen Steigerung der postmortalen Milchsaurebildung fiihrte. 


Zusammenfassung. 


1. Im Gehirn von B,-avitaminotischen Tauben ist nicht nur die 
im Augenblick des Todes vorhandene Milchsaure, sondern auch die 
postmortale Milchsaurebildung erhéht. 

2. Die anaerobe Glykolyse der Taubenhirne ist bei B,-Avitaminose 
vegeniiber dem normalen Durchschnitt etwas erhdht. 

3. Die B,-Avitaminose bewirkt im Gehirn der Tauben eine An- 
reicherung des Glykogens und der niederen Kohlenhydrate, welche die 
Ursache der erhéhten postmortalen Milchsaurebi!dung ist. 

4. Durch Einspritzung von Aneurin wird der Kohlenhydratgehalt 
im Gehirn der avitaminotischen Tauben innerhalb von 24 Stunden fast 
auf normale Werte gebracht. 

5. Die intraperitoneale Einspritzung von Brenztraubensaure be- 
witkt im Gehirn von normalen Tauben die fiir die B,-Avitaminose 
charakteristische Steigerung der vitalen und der postmortalen Milch- 
sdurebildung, sowie eine Erhéhung des Gehalts an niederen Kohlen- 
hydraten. 

6. Die bei B,-Avitaminose beobachteten Veranderungen der Brenz- 
traubensdiure, Milchsiure und der Kohlenhydrate lassen sich durch die 
eine Annahme erklaren, da die infolge des B,-Mangels eintretende 
Verminderung der Brenztraubensduredehvdrierung und -decarboxy- 
lierung zu einer Vermehrung der Anfangs- und Endprodukte des an- 
aeroben Kohlenhydratstoffwechsels fiihrt. 


Frau A. Kietzer und Frau L. Helmke danken wir fiir die sorgfaltige 
Ausfiihrung zahlreicher Analysen. 











Die enzymatische Spaltung von I-8-Asparagin 
durch Bacterien. 
Von 
Gi. Buseh. 


(Aus dem Landestierseuchenamt in Rostock.) 


(Eingegangen am 30, Marz 1942.) 


In dem Amid der Aminobernsteinsaure, dem Asparagin, wird de: 
Amidstickstoff durch ein hydrolytisch wirksames Enzym, die Aspara 
ginase, unter Bildung von Asparaginsdure abgespalten: 

NH, -CO-CH,-CHNH,- COOH + H,O 

+ COOH -CH,:-CHNH,-COOH + NH 
Die Asparaginase ist in der Pflanzenwelt (Atesel, Grover) und im tieri 
schen Gewebe (v. Fiirth, Clementi) zu finden. Ebenfalls wurde dic 
Asparaginase in Schimmelpilzen, Hefen und Bacterien (Butkewitsch. 
Miquel) festgestellt. Bereits Hoppe-Seyler und Tappeiner hatten be: 
der ,,Faulnis‘* des Asparagins Bernsteinséure gesehen. Arnaud und 
Charrin stellten eine Zersetzung fest, die das Bacterium pyocyaneum 
in einer 5° o9igen Asparaginiésung verursachte. Fast der gesamte 
Stickstoff des Asparagins, namlich 91 °,, wurde in die Form von Ammo 
niakverbindungen tibergefiihrt, teils unmittelbar, teils tiber die Asparagin. 
saure. Bei dem Bacterium proteus konnte Nawiasky die Zersetzung 
des Asparagins in Bernsteinsdure, Essigséure, Ammoniak und Kohlen- 
sdure zeigen. Viele in der alteren Literatur angefiihrten Untersuchungen 
an der Hefe und Hefeautolysaten zeigen nur geringfiigige oder sogar 
widersprechende Ergebnisse. Nach Versuchen von Dieter wird dic 
Amidgruppe des Asparagins weder durch girende noch durch nicht- 
girende Hefen abgespalten (sofern diese nicht wachsen). Dagegen 
hatten Efjront und v. Fiirth und Friedmann an Brauereihefe, sowie 
Kurono in Sak“hefen Asparaginspaitung festgestelit. Daher legten sich 
noch vor einigen Jahren x. Euler und Myrbdck die Frage vor, ob dic 
positiven Ergebnisse nicht durch Infektionen beeinfluBt seien und 
konnten das Vorkommen dieses Enzyms in der Hefe als nicht sicher 
ansehen. Das Vorkommen in der Hefe ist dann von Grassmann und 
Mayr, sowie von Geddes und Hunter, Gorr und Wagner als sicher erwiesen 
worden. Bei den Schimmelpilzen, deren angreifende Wirkung auf da- 
Asparagin schon ox festgestellt hatte, ist die Asparaginase des Asper 
gillus niger von Bach und von Schmal/uB und Mothes eingehend unter 
sucht worden. Uber die Bacterienasparaginase sind in letzter Zeit von 
Utzino und Imaizumi Untersuchungen angestellt mit dem Ergebnis 
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da der Digestionssaft frischer oder getrockneter Bacterien Asparagin 
zu spalten vermag. Gepriift wurden Bact. proteus, Bact. prodigiosum, 
Bact. pyocyaneum, Bact. coli, Bact. typhi, Bact. dysenteriae, Bac. 
subtilis und Staphylococcus aureus. 


Bestimmung der Asparaginasewirkung. 


Das Vorhandensein und die Wirkung der Asparaginase kann einmal 
durch die Menge des bei der hydrolytischen Spaltung des Substrats 
entstehenden freien Ammoniaks verfolgt werden, wenn durch An- 
wendung einer wenig angreifenden Lésung (Natriumcarbonatlésung) 
dafiir gesorgt wird, daB das noch vorhandene Asparagin keine weitere 
Zersetzung erleidet. Auch durch Titration mit n 20 Kalilauge in alkoholi- 
scher Lésung nach der Methode von Willstdtter und Waldschmidt- Leitz 
liBt sich die Spaltung der Siureamidbindung leicht nachweisen, falls 
keine weiteren freien Siauregruppen durch Hydrolyse von Peptid- 
bindungen entstehen kénnen. In vorliegenden Untersuchungen wurden 
beide Methoden in Anwendung gebracht. Als Puffersubstanz zur Ein- 
haltung der Wasserstoffionenkonzentration dienten m 15 Phosphat- 
gemische und m/5 Ammoniak-Ammoniumchloridlésungen. Enzym- 
pufferlésung ohne Substrat und Substratpufferlésung ohne Enzym- 
lésung unter Auffiillung auf das gleiche Volumen mit Aqua dest. steril. 
wurden bei jedem Versuch unter genau gleichen Bedingungen als Blind- 
versuche angesetzt und die hierbeifestgeste!lten Werte bei der Ammoniak- 
bestimmung und der Titration der COOH-Gruppen von den im Haupt- 
versuch erhaltenen in Abzug gebracht. In allen Tabellen sind die 
korrigierten Werte der Ammoniak- (in cem n 50 Schwefelsaure) und 
der Aciditaétszunahme (in ccm n/20 Kalilauge) wiedergegeben. Falls in 
den Kontrollversuchen wahrend der Versuchszeiten steigende oder 
fallende Aciditétswerte auftraten, wurden diese Versuche nicht aus- 
gewertet. 

Herstellung der Enzymlésungen. 


Als Enzymlésung diente meistens der Digestionssaft frischer Keime. 
Die Bacterien wurden auf Agar- oder den anderen angegebenen Nabr- 
béden bei 379 C geziichtet. Die mit Wasser abgeschwemmten Keime 
wurden zentrifugiert, in einigen Fal’en getrocknet. bei den meisten 
Versuchen jedoch in Wasser suspendiert und unter Toluo'zusatz bei 
schwach alkalischer Reaktion bei 37°C 48 Stunden ‘ang sich selbst 
iiberlassen. Trat wahrend dieser Zeit schwache Sauerung ein, wurde 
die Suspension wieder schwach alkalisiert. Die abzentrifugierte Losung 
diente dann in verschiedenen Verdiinnungen als Enzymlésung. In 
allen Fallen fanden nur soleche Lésungen Verwendung, die sich sowohl] 
aerob wie anaerob als vollig steril erwiesen. Abnlich wie bei den Unter- 


Biochemische Zeitschrift Band 312. ?| 











310 G. Buseh: 


suchungen von Grassmann und Mayr an der Hefeasparaginase ist es 
auch bei der Bacterienasparaginase nicht sicher, ob die auf diese Weise 
bestimmte Fermentmenge der in den Bacterien vorhandenen Gesamt- 
menge an Asparaginase entspricht, denn mit Fortschreiten der Autolyse 
wurde oft eine héhere Ausbeute gefunden als zu Beginn derselben 
Die direkt in Bacteriensuspensionen bestimmte Enzymmenge lag eben. 
falls oft héher als im Autolysat. Eine im Autolysat hGhere Menge wurde 
jedoch niemals gefunden. 


Vorkommen und Wirkung der Asparaginase einiger Bacterien bei 
verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen . 
Gewaschene Abschwemmungen von 48stiindigen Agarkulturen: 
Digestionszeit 2 Tage bei 27°C unter Zusatz von Toluo]; Einwirkungs- 
zeit auf Substratlésungen (je 66mg 1-Asparagin = 1, Millimol) 
24 Stunden bei 37°C; Phosphatpufferlésungen. Titration des gebildeten 
Ammoniaks mit 0,02 n Schwefelsaure. 


Tabelle I. 





Bacterienart PH 5 6 7 8 9 
Bact. pyocyaneum I............ 1,70 6,60 9,35 11,75 9,80 
Bact. pyocyaneum I]........... 0,90 2,60 4,00 4.85 4,20 
Bact. proteus vulgare ...... aera 1,55 6,45 9,25 11,55 9,70 
ER RON ae Ba eee sie ee ys 0,65 2,85 4,85 5,05 4,95 
Bact, proteus 2.19. 6 ka eee is 0,80 2,80 4,00 5,00 4,85 
Bact. prodigiosum .............. 0,85 2,85 4,85 5,45 4,85 
Ey eee ae ee 1,20 4,70 6,40 7,45 6.95 
Bact. pseudotuberculosis I....... 0,40 0.60 1,65 1,95 1,70 
Bact. pseudotuberculosis I] ...... 0,30 0,45 1,30 1,70 1.45 
Bact. pneumoniae Friedl. ........ 1,40 5,20 7,65 9,15 8,75 
Bac. mesentericus I............. 1,05 4,35 6,70 7.60 7,00 
Bac. mesentericus II............ 1,25 4,80 6,85 7,70 6,95 
Ut od i oa wie a euro g vais 1,20 4,75 6,45 7,50 7.05 
Staphylococcus aureus .......... 0,35 0,60 1,25 1,80 1.05 
ene TONG i . hes. 0,35 0,55 1,00 1,20 0,90 


Nach Tabelle I liegt somit das px-Optimum der Asparaginase det 
untersuchten Bacterien unter den angewandten Versuchsbedingungen 
bei einem py von ~ 8 (in Ubereinstimmung mit Versuchen anderer 
Autoren). Nach der sauren Seite hin ist ein erheblicher Wirkungsabfa!! 
festzustellen, der wohl auf die groBe Saureempfindlichkeit der Aspara- 
ginase zuriickzufiihren ist. Falls die Enzymlésung allein vor Zusatz 
des Substrats 24 Stunden auf einem px von 5,0 gehalten wurde, war 
fast die gesamte Asparaginasewirkung verlorengegangen. Dieser Verlust 
der Fermentwirkung diirfte mit dem Fehlen einer sonst vorhandenen 
Enzym-Substratverbindung, die etwas bestandiger ist, zu erklaren sein 
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Auch bei der Aspergillusasparaginase wird nach Bach die an sich 
leicht stattfindende Selbstzerstérung des Enzyms durch Gegenwart 
von Asparagin verz6gert. 


Reaktionsgeschwindigkeit, verschiedene Enzymkonzentrationen. 

Verlauf der Spaltung des |-Asparagins durch Asparaginase des 
Bact. proteus vulgare. Gewaschene Abschwemmungen von 48stiindigen 
Agarkulturen, 2 Tage digeriert unter Toluolzusatz. Einwirkungen 
wechselnder Mengen des Enzyms auf 13,2 mg l-Asparagin (— ! j9 Milli- 
mol) im Volumen 2ccm; py 8.0. Ammoniak-Ammoniumchlorid- 
puffer; Einwirkungstemperatur 37°C. Titrimetrische Bestimmung 
nach Willstdtter und Waldschmidt-Leitz. 


Tabelle IIL. 





Zeit in Std. 
Enzymmenge Vy 1 2 3 ; 


Aciditatszunahme (ecm n/20 K O H) 


0,25 0,03 0,05 0,11 0.17 0,20 
0,50 0,05 0,08 0,17 0,26 0,34 
1,00 0,08 0,16 0,34 0.51 0,65 
2,00 0,15 0,31 0,62 0,92 1,20 
4,00 0,25 0,51 1.02 151 1,95 


Aus Tabelle IL ist zu entnehmen, daf die Spaltung des |-Asparagins 
durch die Asparaginase des Bact. proteus vulgare im untersuchten 
Bereich und bei konstantgehaltenem py annahernd nach einer Reaktion 
nullter Ordnung (linearer Verlauf) vor sich geht. Gleichsinniger Reak- 
tionsverlauf wurde in Parallelversuchen mit Bact. pyocyaneum fest- 
gestellt. Bei langeren Einwirkungszeiten (untersucht wurde bis zu 


Tabelle III. 





Zeit in Std.: 1 2 4 6 5 
Aciditatszuwachs........ 0,34 0.47 0,63 0,80 0,90 
x 
k= Mente Aeaneaw anys 0,34 0,24 0,16 0.13 0.11 
H 4 
Ns ial Rk a aha ne Gina Oat 0.34 0,33 0.32 0,33 0.32 
Vet 
Aciditatszuwachs........ 0,12 0,15 0,26 0,28 0.34 
k - 12 Ae ee ae 0,12 0,08 0,07 0.05 0,04 
2: SS ie 0,12 0,11 0,13 0,11 0,12 
Vi 
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24 Stunden) scheint die Kurve etwas abzufallen, was wohl auf eine 
etwaige Zerstérung des ja sehr empfindlichen Enzyms zuriickzufiihren 
ist. Falls die Pufferung des Gemisches nicht ausreichend ist, findet 
bei langerem Verlauf eine erhebliche Verminderung der Werte statt 
Die Reaktion verlauft dann nicht mehr linear, sondern der Verlauf 
kann ziemlich gut durch die Gleichung x = k \¢ charakterisiert 
werden, wie zwei Versuche in schlechtgepufferter Lésung zeigen 
(Tabelle LIL). 

Hier wie bei anderen Enzymreaktionen darf wohl angenommen 
werden, daB der Anschlu8 an die Schiitzsche Regel ein Zufall ist, da 
die beiden Versuche durch den Einflu8 der durch die Unstabilitat der 
Lésung bedingten wahrscheinlichen Enzymzerstérung entstellt sind 
Die Gleichung x = k\t wurde mit Erfolg u.a. auch auf die Lipase 
wirkung in ungeépufferten Lésungen von Herzog und von Kuhn an 
gewendet, von denen der letztere das Absinken der Reaktionsgeschwin- 
digkeit nicht der Hemmung der Spaltprodukte, sondern auch eine! 
Enzymzerstérung zuschreibt. 

Aus der Tabelle II ist ferner zu ersehen, daB die Spaltung des 
|-Asparagins den angewandten Enzymmengen ungefahr proportional! 
ist, denn das Produkt aus Umsatzzeit und Enzymmenge erweist sich 
fiir gleiche Spaltung als ziemlich konstant. Der lineare Verlauf der 
Reaktion bei konstantgehaltenem Wasserstoffexponenten deutet in 
Ubereinstimmung mit den Versuchen von Grassmann und Mayr an 
Hefeasparaginase auch bei der Bacterienasparaginase auf eine hohe 
Affinitat des Enzyms zum Substrat hin, was auch aus den folgenden 
Versuchen der Asparaginasewirkung des Bact. pyocyaneum bei ver 
schiedenen Substratkonzentrationen hervorgeht. 


. Asparaginspaltung bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 


Digestionslésung von Bact. pyocyaneum (Abschwemmungen von 
48stiindigen Agarkulturen), Toluolzusatz, pu = 8,0; Titration nach 
Willstitter und Waldschmidt- Leitz. 


Tabelle IV. 





: Konzentration des Substrats 
Dauer der Spaltung in Std. RMA TRY Re Tee AE PEE TE: A OTR Re 
m/40 m 20 m/10 


1 0,14 0,16 15 
2 0,30 0,32 0,31 
3 0,40 0,41 0,43 


In Ubereinstimmung mit Grassmann und Mayr an Hefeasparaginase 
und mit Bach an der Asparaginase des Aspergillus niger wurde auch 
bei der Bacterienasparaginase des Bact. pyocyaneum in dem unter- 
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suchten Verdiinnungsbereich eine von der Konzentration des Substrats 
unabhangige Enzymwirkung gefunden. Parallelversuche mit der 
Asparaginase des Bact. proteus vulgare und des Bact. prodigiosum 
fiihrten zum gleichen Ergebnis. 


Abhiingigkeit der Wirkung der Bacterienasparaginase yom Nahrhoden, 
auf dem die gepriiften Baeterien geziichtet waren. 

Gorr und Wagner hatten bei ihren Untersuchungen iiber das Amid- 
spaltungsvermégen der Torula utilis beobachtet, dai der Amidase- 
gehalt dieser Torulaart von der Art der Stickstoffernahrung abhangiv 
ist. Die Bildung der Asparaginase wurde am starksten durch Zusatz 
von Glykokoll, weniger stark durch Alanin und Malzextrakt, noch 
weniger durch Asparaginséure, kaum durch Harnstoff und Acetamid 
und iiberhaupt nicht durch Ammoniumsuifat beeinfluBt. Auf die 
Bildung von Asparaginase in Kulturen von Aspergillus niger konnte 
Bach keinen EinfluB verschiedener Stickstoffquellen (Ammoniak, 
Asparagin, Pepton, Harnstoff) finden. Der Enzymgehalt zeigte in allen 
Kulturen denselben Verlauf. Zur Feststellung, ob auch bei Bacterien 
eine ,,adaptive’’ Fermentbildung beobachtet werden kann, wurden 
einige Bacterien auf Nahrbéden geziichtet, die zusatzlich Ammonium- 
sulfat, Glykokoll, Alanin, Asparagin, Asparaginsaéure und p-Amino- 
benzoesdure enthielten. Als Nahrmedium diente hierbei Peptonwasser, 
dem die angegebenen Stickstoffverbindungen nach keimfreier Filtration 
durch Berkefeldkerzen in der Menge, die einem Mehrgehalt von 0.05 °, 
Stickstoff entsprachen, zugesetzt wurden. Zentrifugate der in Pepton- 
wasser ohne und mit den genannten Zusaitzen gewachsenen Bacterien 
wurden zweimal mit Aqua dest. steril. gewaschen. Die Digestionszeit 
betrug 2 Tage bei 37°C unter Zusatz von Toluol; Einwirkungszeit auf 
Substratlésungen (je 66mg = 1/, Millimol) 24 Stunden bei 37°C: 
Phosphatpufferlésung py = 8,0; Titration der COOH-Gruppen nach 
Willstdtter und Waldschmidt- Leitz. 


Tabelle V. 





Bact. pyocyaneum Bact. proteus vulgare 
Zusitze < _ 

Aciditatswerte (cem n20 KOH) 
ME $5) Tas a oho OS CHK Be ee oe 3,15 3,59 
p-Aminobenzoeséure ............... 2,60 3,05 
GEN TN gia oo sh ess 4 Has a os lk wre 3,50 1,08 
ne a a 2,65 3,10 
eae aoc SC aS a Nisaet gk Siig Xo 3,53 3,77 
FT) are 1,53 2,51 
Peptonwasser ohne Zusatz ......... 1,53 2.47 


Aus der Tabelle V geht hervor, daB die Bildung der Asparaginase 
von Bact. pyocyaneum und Bact. proteus vulgare am meisten durch 
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Zusatz von Alanin, Asparagin und Glykokoll zur Nahrfliissigkeit, dann 
durch Zusatz von p-Aminobenzoesiure und Asparaginsdure verstarkt 
wird. Zugabe von Ammoniumsulfat bewirkte gegeniiber dem ver- 
wendeten Peptonwasser als Nahrmedium kaum eine Vermehrung 
des Ferments. 

Zusammenfassung. 


1. Im Autolysat verschiedener Bacterien konnte Asparaginase fest- 
gestellt werden; die optimale Reaktion lag bei einem py von 8. 

2. Die Spaltung des 1-8-Asparagins verlief im untersuchten Bereich 
annahernd linear; die Reaktionsgeschwindigkeit bei 37°C war der 
Enzymmenge proportional. 

3. Im untersuchten Verdiinnungsbereich wurde eine von der 
Konzentration des Substrats unabhangige Wirkung der Bacterien- 
asparaginase gefanden. 

4. Die Bildung der Asparaginase wurde durch Zusatz von Alanin, 
Asparagin, Glykokoll, p-Aminobenzoesaiure und Asparaginsaure giinstig 
beeinfluBt. 
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(‘ber den Kohlenhydratabbau im Zentral- 
nervensystem. 
Von 
I. Huszak, Szeged, Ungarn!, 
(Aus der Biochemischen Abteilung des medizinischen Nobelinstituts, 
Stockholm.) 
(Eingegangen am 16. Mérz 1942.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Das Nervensystem deckt seinen Energiebedarf mit Hilfe der 
Oxydation der Kohlenhydrate. Im Vergleich mit dem Kohlenhydrat- 
umsatz treten die anderen Stoffwechselerscheinungen wie die Fett- 
und Aminosaéure-Oxydationen stark zuriick. Im allgemeinen nimmt 
man an, daB die Glucose der bevorzugte Nahrstoff des Zentralnerven- 
systems ist. Damit kann man am besten in vitro die Atmung der 
Gewebsschnitte des Zentralnervensystems konservieren, so da der 
Sauerstoffverbrauch einigermaBen geradliniger verlaiuft, ohne wie 
sonst schnell abzunehmen. Nur dieses eine Kohlenhydrat ist fahig, die 
hypoglykamische BewuBtlosigkeit sofort aufzuheben (1). Die Cortex- 
potentialmessungen zeigen auch, daB die Glucose der bevorzugte Nahr- 
stoff des Zentralnervensystems ist (2). 

Es scheint also, daB das Zentralnervensystem vom biochemischen 
Standpunkt aus zu den glucoseverarbeitenden Geweben gehért. 

Beziiglich der Abbauweise der Kohlenhydrate sind die Auffassungen 
bekanntlich sehr verschieden. Es ist bisher nicht gelungen, ein all- 
gemeines Schema fiir den Abbau der Kohlenhydrate im Zentralnerven- 
system zu formulieren. Die Ursachen dieser Unklarheit sind, meiner 
Meinung nach, einerseits nicht geeignete Arbeitsmethoden, andererseits 
der Umstand, daB auf die speziellen anatomischen und physiologischen 
Verhaltnisse des Zentralnervensystems keine Riicksicht genommen 
wird. Wenn wir ein Stiickchen Muskel oder Leber untersuchen, kénnen 
wir unsere Ergebnisse ohne weiteres auf das ganze Gewebe beziehen. 
Beim Nervengewebe ist dies jedoch unzulassig, weil es kein einheitlich 
aufgebautes Gewebe ist. Es ist eine Ansammlung verschiedener Zellen 
und Gewebselemente. 

Die Grundsteine des Zentralnervensystems sind die verschiedenen 
Neurontypen. Die Bestandteile des Neurons sind: die Ganglienzelle, 

1 Diese Arbeit wurde durch die Gewahrung eines ungarischen Staats- 
Stipendiums unterstiitzt. 
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der Achsenzylinder oder Neurit und die Endverzweigungen. Von diesen 
liegen die Ganglienzellen in der sogenannten grauen Masse, in welcher 
sie zwischen anderen Gewebselementen und Zellen eingebettet sind. 
Die Achsenzylinder der verschiedenen Ganglienzellen mit ihren Hiillen 


bilden die sogenannte weiBe Masse des Zentralnervensystems, von der 


aus sie tiberall in die grauen Gebiete eindringen. Die weiBbe Substanz 
macht bei den héheren Tieren einen betrachtlichen Teil des Zentra! 
nervensystems aus. 

Was die physiologischen Verhiltnisse des Zentralnervensystems 
betrifft, ist es wichtig, anzufiihren, daB sich in den verschiedenen Teilen 
des Neurons im Funktionszustand Energieumwandlungen von ver 
schiedener GréBe abspielen. Die gréBten Energieumwandlungen findet 
man in den Ganglienzellen, kleinere in den Achsenzylindern. Meinen 
Ergebnissen (3) nach zu schlieBen, diirften in den Ganglienzellen und 
in ihren Achsenzylinderfortsetzungen grundverschiedene Oxydations- 
mechanismen existieren, welche sich dem 6rtlichen energetischen und 
stofflichen Bedarf der betreffenden Neuronteile anpassen. Es scheint. 
da®B auch in den verschiedenen grauen Zentren die Oxydationsmechanis 
men voneinander abweichend sind. 

Beziiglich der physiologischen Eigenschaften ist es auch wichtiy 
hervorzuheben, daB das Zentralnervensystem ein streng aerob wirkendes 
Gewebe ist. Von allen Geweben ist das Zentralnervensystem das 
empfindlichste gegen Sauerstoffmangel und verliert ziemlich rasch 
seine glucolytische Fahigkeit. Sein kolloidales System ist auch sehr 
empfindlich gegen unphysiologische Ionenverschiebungen. Es tritt 
sehr leicht eine kolloidale Entmischung ein. Diese kommt besonders 
bei der weiBen Substanz vor, was vom fermentpraparativen Standpunkt 
aus bemerkenswert ist. Solche Verfahren, welche bei der praparativen 
Darstellung von Fermenten aus dem Muskel oder aus anderen Geweben 
angewendet werden; sind in der Gehirnforschung meistens unbrauchba 
Im Gehirn ist es viel schwieriger, ein Ferment von Substrat und von 
anderen Katalysatoren zu befreien als z. B. im Muskel. 

Aus diesen kurz erwihnten Voraussetzungen geht hervor, dal 
die biochemische Erforschung des Nervensystenis eine spezielle Be. 
trachtungsweise und Behandlung der Probleme erheischt. Wenn wir 
bei unserer Arbeit nicht darauf achten, da8 wirim Rahmen des Méglichen 
nur anatomisch einheitliche Teile des Zentralnervensystems untersuchen. 
und wenn wir keine Riicksicht auf die speziellen physiologischen Eigen- 
schaften des Zentralnervensystems nehmen, so kénnen wir sehr leicht 
zu widersprechenden Ergebnissen gelangen. Dies erklart wohl aucli 
die vielen Widerspriiche, denen man in der Literatur begegnet. 

Es wiirde zu weit fiihren, in dieser Arbeit einen Uberblick iiber 
die betreffende Literatur zu geben. In der letzten Zeit sind mehrere 
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zusammenfassende Arbeiten iiber den Kohlenhydratabbau im Zentral- 
nervensystem erschienen (4). Viele Forscher nehmen an, daB die 
Abbauweise der Kohlenhydrate von dem allgemeinen Schema abweicht. 
Besonders die englischen Autoren (5) behaupten, daB die Glucose im 
Zentralnervensystem ohne Phosphorylierung verbrannt wird. Andere 
Forscher (6) nehmen zwei Méglichkeiten fiir den Glucoseabbau an: die 
eine und weniger bedeutende ware der gewéhnliche Weg iiber Glucose- 
Phosphorsaureester und die andere ware ohne Mitwirkung von Co- 
zymase und anorganischem Phosphat. Lundsgaard, Euler und Mit- 
arbeiter auBern sich gegen die sogenannte ,,non phosphorylating glyco- 
lysis“. Lundsgaard (7) zeigt, da Phlorrhizin die Glykolyse im Gehirn 
ebenso wie in anderen Geweben hemmt. Euler und Mitarbeiter (8), in 
neuerer Zeit Cori und Mitarbeiter (9) und Ochoa (10), konnten im Gehirn 
solche Zwischenreaktionen nachweisen, welche schon friiher als Zwischen- 
reaktionen bei der Muskelglykolyse bekannt waren. In den erwihnten 
Arbeiten wurde das ganze Gehirn von Ratten und Tauben untersucht. 

In der vorliegenden Arbeit wird folgende Frage aufgestellt: Was 
fiir ein Substrat wird in den verschiedenen Teilen des Zentralnerven- 
systems verbrannt und wie geschieht der erste Angriff auf diese Stoffe 
Kine diesbeziigliche systematische Untersuchung wurde bisher nicht 
durchgefiihrt. Die chemischen Vorginge in den reizleitenden Elementen 
des Zentralnervensystems sind noch wenig erforscht, wohl auf Grund 
der weniger intensiven Atmung der weiBen Substanz im Vergleich mit 
derjenigen der grauen. 

Methodik. 


Darstellung der Enzymprd parate. 


In den Versuchen wurden hauptsichlich Katzen- und Ochsen- 
gehirne gebraucht. 

Nachdem das Gehirn herausgenommen worden war, wurde das 
Ochsengehirn mittels Eiswiirfeln abgekiihlt und 1 bis 2 Stunden nach 
dem Schlachten bearbeitet. Die Katzen wurden durch Entbluten 
getétet. Das Gehirn wurde sofort herausgenommen und unter Eis- 
kiihlung von den Hauten und groBen GefiBen befreit. Die untersuchten 
Gehirnteile wurden, soweit dies méglich war, von anderen Teilen des 
Zentralnervensystems befreit. Die weiBe Substanz wurde mit einer 
feinen Schere von den anderen Teilen des Zentralnervensystems her- 
ausgeschnitten, wobei sorgfaltig darauf geachtet wurde, dab die graue 
Masse vollstandig entfernt wurde. Der zu bearbeitende Gehirnteil 
wurde in einem eisgekiihlten Porzellanmérser mit Quarzsand zerrieben. 
Der erhaltene Brei wurde dann in der gleichen Menge isotonischer Losung 
10 Minuten in Eiskaite geriihrt und durch dichtes Leinengewebe 
gepreBt. 
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Von dem Extrakt dieses Breies wurde das rohe Zwischenferment - 
praparat hergestellt, und zwar nach einer ahnlichen Methode, wie 
Warburg und Christian (11) bei der Hefe angewendet haben. 

In einigen Fallen wurde der von dem betreffenden Teil des Zentral- 
nervensystems herstammende Brei nach mehrmaligem Waschen mit 
schwach hypotonischen Lésungen fiir die Versuche verwendet. Das 
Waschen mit destilliertem Wasser schadigt die meisten Fermente. 


Analysenmethoden. 


Die Phosphatbestimmung wurde nach der von 7. Theorell (12) 
eingefiihrten Modifikation der Methode von Fiske und Subbarow im 
Stufenphotometer durchgefiihrt. Die Glucose wurde nach der Methode 
von Schaffer-Somogyi (13), die Brenztraubenséiure nach Cook (14) 
titriert. Die Identifizierung verschiedener Phosphorsiureverbindungen 
wurde teilweise auf Grund der Hydrolysenkurve nach Lohmann (15) 
in Trichloressigsiurefiltrat durchgefiihrt, teils wurden fraktionierte 
Bariumfallungen nach Meyerhof und Kiessling (16) gemacht, die dann 
mittels Hydrolyseversuchen auf ihre Zusammensetzung untersucht 
wurden. Das Hexosediphosphat wurde auch noch auf Grund der 
Zymohexasereaktion identifiziert (17). Die Phosphobrenztraubenséure 
wurde nach Lohmann und Meyerhof (18) bestimmt. 


Priparate. 

Phosphobrenztraubenséure wurde nach der Vorschrift von Kiess- 
ling (19) hergestellt. Die Brenztraubensiure wurde im Vakuum bei 
56°C zweimal destilliert und dann in der Form ihres Na-Salzes ver- 
wendet. Hexosediphosphat und Adenosintriphosphat wurden mir von 
der A.-G. Astra, Sédertalje, Schweden, in entgegenkommender Weise 
zuc Verfiigung gestellt. Die Muskeladenylsiure stammte von der 
chemischen Fabrik Heye & Co., Berlin-Oberschéneweide. Es wurden 
reine Praparate von Di- und Triphosphopyridinnucleotid sowie von 
Robison-Ester verwendet. 


Experimenteller Teil. 
A. Weife Substanz. 


Fiir orientierende Versuche verwendete ich Thunbergs Methylen- 
blau-Methode. Die zerriebene weiBe Substanz von Katzen und Ochsen 
wurde teils ohne Waschen und teils nach mehrmaligem Waschen ver- 
wendet. Die Suspensionsfliissigkeit war Phosphat-Ringerlésung, bei 
einigen Versuchen Ringerlésung ohne Phosphat. Die Thunberg-Rohren 
wurden durch ein gemeinsames Leitungsrohr gleichzeitig evakuiert. 
Substrat und Methylenblau wurden aus dem Seitengefaf am Beginn 

es Experimentes zugesetzt. 
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Tabelle I. 
Dehydrase: WeiBe Substanz von Ochsen- bzw. Katzengehirn wurde vor und 
nach dem Waschen in Phosphat-Ringerlésung, pq 7,4, suspendiert (1 : 3), 
in jede Réhre wurden 1,5ccm hineingegeben. Swhstrat: In m/100 End- 
konzentration. Wasserstoffakzeptor: Methylenblau 1: 5000. Gesamtvolumen 
4cem. Versuchstemperatur 37°C. 





Entfirbungszeit in Min. mit 


wie wane tee 

Ce Vareerne ae é = oh ¢ 

eis-\3/8/8/8Sisais 2/i/90/3¢) 
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Gewebsbrei von Ochsen- | 
gehirn, unausgewaschen 39, 41 14 35 20 27 42 46 4628 49 16 47 


| 


gehirn, 2 mal gewaschen 100,110 33 96 65 76 98 106 100 80 110 
Gewebsbrei von Katzen- nt 
gehirn, unausgewaschen 29) 32/10 23 13 17 28 29 31 36 


Wie aus Tabelle I ersichtlich, wird von den verschiedenen Substraten 
der Robison-Ester am meisten aktiviert. Glucose und andere Zucker- 
arten sind unwirksam. Nach dem Robison-Ester zeigt das Lactat die 
beste Aktivierung. Die Dehydrierungszeit des Robison-Esters wird 
von m/25 und m/50 NaF wenig beeinfluBt. Nach dem Waschen der 
weiBen Substanz verlangert sich die Dehydrierungszeit des Robison- 
Esters und des Lactats. Die zugesetzten Co-Fermente und das gelbe 
Ferment verkiirzten die Entfarbungszeit betrachtlich, aber die De- 
hydrierungszeit der nicht gewaschenen Gewebe wird nicht erreicht. 
Auffallend ist, daB die Glucose in der weiBen Substanz sehr wenig 
wirksam ist, waihrend sie, wie spiter gezeigt wird, ein bevorzugter 
Nahrstoff der grauen Zentren ist. Die zu der frischen weiBen Substanz 
zugesetzte Glucose bleibt unter aeroben und anaeroben Verhaltnissen 
unverandert. 

Die niachste Frage war, aus welchem Stoff wird das Hexose-6- 
Monophosphat in der weiBen Substanz gebildet ? Da die weiBe Substanz 
keine Glucose verwerten kann, scheint es wahrscheinlich, daB das 
Hexose-6-Monophosphat durch phosphorylierende Spaltung des Gly- 
kogens entsteht. 


Die Glykogenspaltung in der weiben Substanz. 
Zugesetztes Glykogen wird in der weiBen Substanz gespalten. Die 
Spaltung wird von anorganischem Phosphat geférdert. Phlorrhizin 
hemmt die Glykogenspaltung. Das glykogenspaltende Ferment ist mit 
isotonischen Salzlésungen von den Geweben extrahierbar, Extraktion 














320 1. Huszak: 


mit destilliertem Wasser schidigt das Ferment sehr stark. Durch 
Dialyse verliert der Extrakt der weiBen Substanz allmahlich seine 
Aktivitat. Seine urspriingliche Aktivitat ist durch Zusatz von Adeny|- 
siure und anorganischem Phosphat wiederherstellbar. 

Um die Spaltungsprodukte zu isolieren, dialysierte ich den Extrakt 
von weiBer Substanz bei 5°C 8 Stunden hindurch gegen flieBendes 
Leitungswasser und dann wahrend 12 Stunden gegen destilliertes 
Wasser. Nach Zusatz von Adenylsaiure, Phosphatpuffer und Glykogen 
wurde das Reaktionsgemisch eine halbe Stunde lang im Wasserbad 
von 37°C gehalten. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Glykogen 
Nach EnteiweiBung wurde das phosphorylierte Spaltungsprodukt des 
Glykogens nach der Methode von Cori (20) isoliert. Das isolierte Ba 
Salz reduzierte Fehlingsche Lésung nicht. In n HC! bei 106°C wird 
es innerhalb 10 Minuten total in anorganisches Phosphat und redu 
zierenden Zucker gespalten. Mit wenig dialysierten Fermentpraparaten 
und in Gegenwart von Mg-Ion wandelt sich dieser Phosphorsiureeste: 
rasch in eine schwer hydrolysierbare Phosphorséureverbindung um. 
welche die Seliwanoffsche Probe gibt und alkalische Kupferlésung 
reduziert. Der weitere Abbaumechanismus des Hexose-6-Monophasphats 
in der weiBen Substanz wird spiater untersucht. Es geht schon aus den 
orientierenden Versuchen hervor, daB der erste oxydative Angriff 
bereits bei dem Hexose-6-Monophosphat beginnt. 


B. Graue Substanz. 

Die verschiedenen grauen Zentren, welche fiir das makrochemische 
Verfahren zuginglich waren, wurden systematisch untersucht. Die 
weiBe Substanz dringt tiberall in die graue ein. Darum ist es schwierig. 
die graue Substanz ohne jede Beimengung von weifer Masse zu unter. 
sughen. Das Gehirn wurde von den Hauten befreit und die kortikale 
graue Substanz wurde mit einem Léffel iiber Eiswiirfeln vorsichtig ab 
gekratzt. Fiir die subkortikalen Ganglienzentren war diese Methode 
weniger anwendbar, weil diese Zentren mehr von den Nervenbahnen 
durchwebt sind. Mittels Zentrifugierung versuchte ich, die weiBen und 
grauen Teile zu trennen. In der Suspensionsfliissigkeit schichten sich 
bei Zentrifugierung diese Teile des Zentralnervensystems nach kurzer 
Zeit iibereinander. 

Fiir orientierende Versuche wurde bei diesen Experimenten mit 
der grauen Substanz ebenfalls Thunbergs Methode verwendet. 

Aus Tabelle II geht hervor, daB in den grauen Zentren drei Stoffe 
beinahe die gleiche Aktivierung zeigen, namlich Robison-Ester, Glucose 
und Lactat. Unter den Aminosauren ist die Dehydrierung des Gluta- 
minats noch bedeutend. Auffallend ist die schwache Aktivierung der 
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Tabelle If. 
Dehydrase: GroBhirnkortex von Katzen mit und ohne Waschen, 1:3 in 
Phosphat-Ringerlésung suspendiert, in jede Réhre 1,5 cem. Substrat: m/100 
Endkonzentration. Wasserstoffakzeptor: Methylenblau 1: 1000. Waschen 
des Gewebsbreies: Der Gewebsbrei wurde in der zehnfachen Menge m/30 
Phosphatpuffer (py 7,4) 10 Minuten hindurch auf Eis geriihrt und durch 
dichtes Leinengewebe gepreBt. Dann wurde 10 Minuten lang zentrifugiert. 
Das Zentrifugat wurde in der oben genannten Weise gewaschen. 





Entfiirbungszeit in Min. mit 


Enzy mlésung 


Substrat 


Glucose 
Fructose 
Alanin 





Milchsiiure 
Bernsteinsiure 


Robison-Ester 
Citronensiiure 
Glutaminsiure 


Hexosediphosphat 
Ohne 


Grauer Brei, unausgewaschen 8 10 714 21 10) 17 | 38) 36) Io 1-20 
Nach 3 maligem Waschen... 16 18 11 21 12 15 28 32 31°26 37 


Bernsteinsiure und der Citronenséiure sowohl in den ungewaschenen 
wie in den gewaschenen Geweben. Diese Befunde stehen im Einklang 
mit meinen friiheren Ergebnissen (21). In den subkortikalen Ganglien- 
zentren schwankten die Entfarbungszeiten bei Glucose und Robison- 
Ester ein wenig. Im Thalamus opticus wird der Rohbison-Ester am 
schnellsten dehydriert, die Glucose langsamer. Wenn man aber dieses 
Kernkonglomerat von der weiBen Masse zu befreien strebt, nahern sich 
die Dehydrierungszeiten der Glucose und des Rohison-Esters. Die 
Abweichungen von diesen Verhaltnissen im Cortex cerebri waren also 
wahrscheinlich durch die Anwesenheit gréBerer Mengen von weiber 
Substanz bedingt. NaF verlangert die Entfarbungszeit im Ansatz mit 
Glucose viel mehr als im Ansatz mit Robison-Ester (Tabelle III). 
Tabelle IIL. 


Reaktionsgemisch wie in Tabelle II. 





Entfarbunzszeit in Min. mit 


Enzymlésung m/100 m 100 m/ 100 Ftd m'100 _™m, 100 
Glucose Glucose : Robison- Ester Milch- Milchsiure 
m 50 NaF Ester + m/50NaF Saure m/50 NaF 
Graue Gehirnteile 
von Katzen, unaus- 
gewaschen......... 17 33 12 15 18 21 


Die Dehydrierung der Glucose. 
In diesen Experimenten wurde die Angriffsweise des Nerven- 
gewebes untersucht. Diejenigen Forscher, welche eine echte Glucose- 














322 I. Huszak: 


dehydrogenase im Gehirn annehmen (22), bemerken die groBe Emp- 
findlichkeit dieses ,,Ferments‘‘. Beim Waschen verliert die graue 
Substanz allmahlich ihr Vermégen, Glucose zu ,,dehydrieren“. Mit 
Di- oder Triphosphopyridinnucleotid, gelbem Ferment oder Diaphorase 
ist die Aktivitaét nicht wiederherstellbar. 

In diesem gewaschenen, grauen Gehirnbrei erreicht die Robison- 
Esterdeh ydrase ihre urspriingliche Aktivitaét nach Zugabe von Warburg 
schem Co-Ferment und gelbem Ferment. Auffallend ist aber, daB mit 
Adenylsaure, oder noch besser mit Adenosintriphosphorsaure (ATP.), 
eine betrichtliche Reaktivierung der sog. ,,Glucosedehydrogenase*’ 
erreichbar ist. Es ist bekannt, da’ die ATP. bei der Umphosphorylierung 
der Glucose in Hefe (23) und in den roten Blutzellen (24) mitwirkt. 
Die ATP. leitet die Umphosphorylierung der Glucose ein. Zur naheren 
Analyse dieser Erscheinung habe ich von dem Phosphatauszug der 
grauen Zentren ein rohes Zwischenferment durch Verdiinnen und 
Sattigung mit Kohlenséure bei 0°C nach Warburg und Christian (25) 
hergestellt. Dieses Ferment aktiviert in Gegenwart von Co-Ferment 
und gelbem Ferment im T'hunberg-Versuch Robison-Ester, aber nicht 
Glucose. Wenn man aber ATP. und ein Magnesiumsalz zugibt, dann 
bekommt man auch im Ansatz mit Glucose eine Entfarbung mit 
Methylenblau (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 
Ferment: Rohes Zwischenferment nach Warburg und Christian aus grauen 
Gehirnteilen von Katzen, Substrat: m/10 Glucose, m/10 Robison-Ester. 
Adenosintriphosphat: 1 cem = 0,14 mg ,,leicht hydrolysierbares P**. Gelbes 
Ferment: l1cem = 4mg. Triphosphopyridinnucleotid 1eem = 10 y. Ver- 
suchslésung: Ringerphosphat, py 7,4. Methylenblau 1: 5000. Gesamt 
volumen 4 cem., 





A =P. Glucose gy i oo Coferment —— Entfarbungs - 
ecm cem ecm ecm ecm ecm _— 
0,2 0,4 ~ 0,5 0,3 2,0 30’ 

0.4 0,4 - 0,5 0,3 2,0 22’ 
0,6 0,4 — 0,5 0,3 2.0 14’ 
0,2 — 0,4 0,5 0,3 2,0 6 
0,4 —_ 0,4 0,5 0,3 25 5’ 30’ 
0,6 0,4 0,5 0,3 2.0 5’ 
0,2 _ 0,5 0,3 2,0 145’ 
0,4 — _ 0,5 0,3 2,0 132° 
0,6 — 0,5 0,3 2,0 110’ 


In diesem Fermentsystem ist die ATP. mit Adenylsaure nicht 
ersetzbar. Dieses rohe Zwischenferment spaltet die ATP. auf und 
dabei steigt die direkt bestimmbare Phosphatfraktion. In Gegenwart 
von Glucose ist die Aufspaltung der ATP. beschleunigt, aber das Phos- 
phat wird nicht frei, sondern erscheint in anderen Esterfraktionen. 
Gleichzeitig mit dem Verschwinden des_,,leicht‘‘ hydrolysierbaren 





mp- 
raue 
Mit 


rase 


ren 
der 
und 
(25) 
ent 
cht 
ann 
mit 


uen 
ter. 
bes 
V er- 


mit 


oht 
nd 
art 


en. 
ren 








Uber den Kohlenhydratabbau im Zentralnervensystem. 323 


Phosphats (ATP.) erfolgt eine Vermehrung der in 180 Minuten abspalt- 
baren und schwer hydrolysierbaren Phosphatmenge. 

Eine quantitative Umesterung des Phosphats von ATP. auf Glucose 
konnte ich in diesen Experimenten nicht nachweisen. Wahrscheinlich 
ist der Zerfall von ATP. durch die Wirkung des rohen Ferments die 
Ursache dieser Erscheinung. Diese Ergebnisse sind ein Beweis dafiir, 
daB die Glucose in den grauen Zentren nicht als solche, sondern als 
Hexosemonophosphat verbrannt wird. Die ATP. leitet mit Hilfe von 


Abb. 1. Aufspaltung von zugesetztem Adenyl- 
pyrophosphat in Gegenwart von Glucose. 60 

Versuchsansatz; 1 cem ,,Zwischenferment” my 
aus grauem Gehirnbrei + 0,5 cem gelbes Fer- 
ment (2mg) + 107 Triphosphopyridinnucleo- 52 
tid + m/10 Glucose + 0,5cem Adenosintri- 
phosphorsiiure (lecm = 0,34 mg’’ leicht hydroly- 
sierbaren P’’), m/15-Phospbatpuffer py 7,4. 
Versuchstemperatur 38°. Versuchszeit 30 Min. 
Kurve I: o o Aufspaltung bei der Hydro- 

lyse der séurelésiichen P-Verbindungen in 

dem Ansatz mit Adenylpyrophosphat 
Kurve Il: @ @ Dieselbe in Gegenwart von 

m/10 Glucose. 

Kurve III: x Kontrolle ohne Adenyl- 
pyrophosphat und Glucose. 

Die wagerechten Linien fiir die Hydro- 49 ++ - —____} nt 
lysezeit O geben den Gehalt an direkt be- 
stimmbarem Phosphat an. V ist der Wert fiir OW VW 180 J00 
das gesamte sauerlésliche Phosphat (nach hydrolysezert Min 
Veraschung). 
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Hexokinase die Umesterung der Glucose mit Phosphorsaure ein. In 
dem System Hexokinase, Glucose, ATP. und Mg-lon ist das Ver- 
schwinden von Glucose proportional zu der Menge der ATP. Eine 
wahrnehmbare Dehydrierungszeit bei der Glucose ist nur mit Hilfe 
von relativ groBen Mengen von ATP. erreichbar. Eine Aufnahme von 
anorganischem Phosphat wurde in diesem System nicht wahrgenommen. 


Phosphorylierendes System der Glucose. 

Eine stationiare Umphosphorylierung der Glucose ist nur in einem 
System erreichbar, wo die Rephosphorylierung der Adenylsaure zu ATP. 
gesichert ist. Ein solches System ist in der Hefe, im Muskel, in der 
Niere usw. von vielen Autoren beschrieben worden. In der letzten Zeit 
hat Ochoa (10) gezeigt, daB die Oxydation der Brenztraubensaure mit 
einer Phosphorylierung von anderen Stoffen, z. B. von Hexosemono- 
phosphat und Glucose verkniipft ist. Er verwendete dialysierten 
Tauben-Gehirnbrei. 

In der grauen Gehirnmasse findet man einen engen Zusammenhang 
zwischen der Glucose- und der Brenztraubensiure-Oxydation. Das 
Verschwinden der Brenztraubensaure wird durch die Glucose be- 
schleunigt und der Verbrauch der Glucose in der grauen Masse wird 
von der Brenztraubensaure stark beeinfluBt. Wenn eine Stérung im 
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Brenztraubensaure-System vorhanden ist, z. B. im Gehirn von beri-beri 
kranken Tauben, dann kann dieses Gewebe die Glucose sehr schwer ver 
werten. Es scheint, daf die Brenztraubensaure im Gehirn eine be 


deutendere Rolle als in den anderen Geweben spielt. Das kann man 


an vielen in der Literatur veréffentlichten Ergebnissen feststellen 
So scheint ihr bei dem Angriff auf Glucose Wichtigkeit zuzukommen 


In den glucoseverarbeitenden Zellen ist die Phosphorbrenztraubensiiure 
im Phosphatkreislauf eine wichtige Phase, wie es in den klassischen 


Arbeiten der Heidelberger und der Lemberger Schule festgestellt wurde 
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i lined Abb. 2. Oxydation der Glucose in Gegenwart von 
~. as Phosphobrenztraubensiure 

a ~ ~s iosphobrenztraubensiure. 

eee Versuchsansatz: 1,5 ccm gewaschener grauer Sub- 

bi, stanzbrei von Katzen (1:3 verdiinnt mit Ringer-Phosphat) 

lM + 40 mg Glucose + Phosphobrenztraubensaure (als 

o ‘ +—— mg Brenztraubensiure = 3,6 mg) + 2 mg Adenylsaure 

& + 5 y Diphosphopyridinnucleotid + 3 mg gelbes Ferment 

RS + 1,67 mg Methylenblau. Gesamtvolumen : 4 cem. Tem- 
& peratur: 389C. Aerob. 

, Kurve I: -—-— Abnahme der Glucosemenge in det 
Versuchslésung, ohne Adenylsiure und Phospho- 
brenztraubensiure. 

2 cece: amen athe con Kurve IL: —-——— Dieselbe mit Adenylsdure. 

Kurve IIT : ———— Glucose + Adenylséure Phospho- 
brenztraubensaure. 

a 10 £0 IO 


. Min. 

Kine Phosphorylierung der G!ucose mit Hilfe von Phosphobrenz- 
traubensaure, Adenylsiure und Mg-lon konnte ich in allen grauen 
Hirnzentren feststellen, aber nicht in der weiBen Substanz. Eine 
Beschleunigung der Glucoseoxydation durch Hexosediphosphat, wic 
es in der Hefe von Meyerhof gezeigt wurde, konnte ich in den grauen 
Zentren nicht nachweisen. 

Als Ferment gebrauchte ich mit 0,9°,, KCl mehrmals gewaschenen 
grauen Hirnbrei, welcher dann in Ringer-Phosphatlésung suspendiert 
wurde. In ganz frischem Gewebsbrei verschwindet aerob ein wenig 
Glucose. Nach Zusatz von Phosphobrenztraubensiure, Adenylsaure. 
gelbem Ferment und Methylenblau wird die Glucose rasch verbraucht. 
wie es Abb. 2. zeigt. 

In altem Brei wurde nur ein Teil der Phosphobrenztraubensaure 
oxydiert, aber keine Glucose. Einen bedeutenden Glucoseverbrauch 
kann man nur unter aeroben Verhiltnissen erzielen. Wahrend der 
aeroben Glucoseoxydation wird anorganisches Phosphat verestert 
unter anaeroben Verhaltnissen ist das Verschwinden der Glucose und 
des anorganischen Phosphats sehr gering und kaum gréBer als die 
Versuchsfehler bei den Bestimmungsmethoden. Dies zeigt, daB die 
Glucose nur in Gegenwart von einem vollstandigen oxydoreduktiven 
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System angegriffen wird. Das Zentralnervensystem ist ein stark aerob 
wirkendes Gewebe, bei welchem der anaerobe Umsatz immer mit dem 
aeroben im Einklang ist. Wird das aerobe System geschidigt, so fallt 
das Glucoseverbrauchsvermégen der grauen Zentren stark ab. 

Die entstehenden Phosphorsaiureverbindungen wurden mit Hilfe 
der Fluoridvergiftung studiert. Zu dem Reaktionsgemisch von Glucose, 
Adenylsaure, Phosphobrenztraubensdure wurde noch n 25 bis n/50 NaF 
zugesetzt. Fluorid hemmt sehr stark die Sauerstoffaufnahme und das 
Verschwinden der Glucose. Die einzelnen Phosphorsaureverbindungen 
wurden im Trichloressigsaurefiltrat auf Grund der Hydrolysenkurve 
und mit Hilfe von fraktionierten Ba-Fallungsmethoden identifiziert. 
Die Hydrolysenkurve zeigte, daB in Ansatzen mit Glucose teils eine 
innerhalb 180 Minuten spaltbare und teils eine schwer hydrolysierbare 
Phosphorsaureverbindung vorhanden ist. Bei dem schwer hydrolysier- 
baren Anteil konnte ich mit Hilfe derfraktionierten Ba-Fallungsmet hoden 
von Meyerhof und Kiessling (16) Hexosemonophosphat nachweisen. 
Die prozentuale Verteilung des organisch gebundenen Phosphats im 
Trichloressigsaurefiltrat ist die folgende: leicht hydrolysierbarer 
P = 29%, schwer hydrolysierbarer P — 65°,, alkaliverseifbarer 
P = 5%. In Ansatzen mit Glucose sinkt der anorganische Phosphat- 
gehalt des Reaktionsgemisches. Die Abnahme des anorganischen 
Phosphats ist etwas geringer als es der verschwindenden Glucosemenge 
entsprechen wiirde. Dies kénnte man so erklaren, daB der Gewebsbrei 
Phosphatase enthalt und da8 bei der aeroben Oxydation der Glucose 
das umgeesterte anorganische Phosphat abgespalten wird. In einem 
solehen komplizierten oxydoreduktiven System kann der Gehalt an- 
organischen Phosphats in der Lésung nicht das Kriterium dafiir sein, 
ob Phosphorylierung vorliegt oder nicht. Ich konnte kein konstantes 
Verhaltnis zwischen Sauerstoffaufnahme und Verschwinden von anor- 
ganischem Phosphat feststellen, wie es Ochoa (10) in dem dialysierten 
Taubenhirnbrei gelungen ist. 

In den verschiedenen grauen Zentren konnte ich einen solchen 
Mechanismus fiir die Glucoseoxydation nachweisen, aber nicht in der 
weiBen Substanz. In der weiBen Substanz gelingt es nur dann, eine 
geringe P-Umesterung in Gegenwart von Glucose nachzuweisen, wenn 
zu dem Brei aus weiBer Masse noch Hexokinase aus grauer Substanz 
zugesetzt wird. Meiner Meinung nach scheint also kein Zweifel dariiber 
zu herrschen, daB in den verschiedenen grauen Zentren des Zentral- 
nervensystems der erste Angriff auf die Glucose in derselben Weise 
geschieht, wie er in anderen glucoseverarbeitenden Geweben (rote 
Blutzellen, Hefe usw.) schon friiher festgestellt wurde. Die Auffassung 
von Aschford (26), daB die Oxydation der Glucose im Gehirn keine 
Cozymase erfordert, konnte ich auch nicht bestatigen. 
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Euler und Mitarbeiter haben schon frither gezeigt, da} die Cozvymase 
bei der Oxydation der Glucose im Gehirn eine wichtige Rolle spielt. 

Wo geschieht der erste oxydative Angriff auf das Kohlenhydrat- 
molekii] in den verschiedenen Teilen des Zentralnervensystems, bei 
dem Hexosemonophosphat oder bei dem Triosephosphat ? Beides ist 
méglich. Ich habe es mir zur Aufgabe gestellt, diese Probleme weiter zu 
analysieren. 

Diskussion. 


Wenn wir die obigen Ergebnisse tiberblicken, sehen wir, daB Gang- 
lienzelle und Neurit nicht nur beziiglich ihres sauerstoffaktivierenden 
Systems einen Unterschied zeigen — diesen Unteischied habe ich in 
einer friiheren Arbeit (3) bewiesen —, sondern daB auch ihr Kohlen- 
hydratumsatz verschieden ist. In der weiben Substanz gibt es einen 
Mechanismus, der den Kohlenhydratverbrauch und -abbau_bewirkt 
und welcher in mancher Hinsicht dem Muskelmechanismus ahnelt 
Der Umsatz beginnt beim Glykogen und setzt sich iiber phosphorylierte 
Abbauprodukte fort. In der ganglienzellenhaltigen grauen Substanz 
nimmt der Kohlenhydratumsatz den gleichen Weg, aber dieser scheint 
fiir ihren Energiebedarf weniger bedeutend zu sein. Der fiir ihren 
Kohlenhydratumsatz bedeutendere Weg beginnt bei der Glucose. 
welche nach ihrer Phosphorylierung wahrscheinlich auf dieselbe Weise 
wie in der weiBen Substanz abgebaut wird. Dieser Mechanismus ahnelt 
dem Kohlenhydratumsatz der roten Blutzellen und anderer Gewebe. 
welche Glucose verwerten kénnen. Ich méchte hervorheben, dal dieser 
Vergleich nicht bedeutet, daB der Kohlenhydratumsatz in den genannten 
Geweben in den einzelnen Phasen immer der gleiche sein muB. Nur in 
den Grundziigen sind diese Umsatze einander ahnlich. Die Angaben 
der Literatur und meine Befunde machen es wahrscheinlich, dal dic 
einzelnen Phasen des Kohlenhydratumsatzes in den verschiedenen 
Zentren auch voneinander abweichen. 

Wenn wir den Weg des Kohlenhydratumsatzes in der grauen und 
weiBen Substanz weitervergleichen, kénnen wir feststellen, daB dic 
glucoseverarbeitende graue Substanz und die glykogenverbrennende 
weife Substanz einen gemeinsamen Ko6rper in ihrem Kohlenhydrat 
umsatz haben, nimlich das Hexose-6-monophosphat. In der weiben 
Substanz diirfte dasselbe nur aus Glykogen gebildet werden. In den 
grauen Zentren gibt es auch eine solche Bildungsméglichkeit des 
Hexose-6-monophosphats, doch scheint diese weniger bedeutend zu sein, 
der gréBte Teil bildet sich aus Glucose (Abb. 3). Das Hexose-6-mono 
phosphat ist also eine wichtige Einschaltungsstelle fiir Glucose in der 
grauen Substanz. Die grauen Zentren haben auBerdem ein System 
welches die Phosphorylierung der eintretenden Glucose bewirkt. Eine 





SS, tt aA | @ 


S, AF PH 


— 





lase 


elt. 


rat - 
bei 


Pr Zu 


ing- 
den 
1 1n 
len- 
nen 
irkt 
elt. 
erte 
anz 
eint 
ren 
Ose, 
else 
nelt 
ebe. 
eser 
iten 
rin 
ben 
die 
nen 


und 
die 
nde 
rat 
Ben 
den 
des 
ein 
no 
det 
em 


eine 
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Phosphorylierung von Glucose 


kommt in der weiben Sub- 
stanz nicht zustande, weil 
hier keine Hexokinase vor- 


handen ist. 

Den Zweck dieser zwei 
Kohlen- 
hvydratumsatzes in den zwei 
charakteristischen Teilen, 
namlich der weiBen und der 
grauen Substanz des Zentral- 


Mechanismen~ des 


nervensystems, kann 
vielleicht verstehen, 
man die physiologischen und 
anatomischen Eigenschaften 
der einzelnen Teile des Neu- 
beriicksichtigt. Eine 
Ganglienzelle ist — betreffs 
GréBe und Form immer kon- 
stant: Ernah- 
rungszustande bewirken keine 


man 
wenn 


rons 


verschiedene 


oder 
Verminderung, wie es z. B. in 
der Muskelzelle der Fall ist. 


VolumenvergréBerung 


Sie kann keinen  gréberen 
Nahrstoffvorrat ansammeln, 


dies zeigt der relativ kleine 
Glykogengehalt der 
Hirnmasse. Ihr Polysaccha- 
ridgehalt wird von insulin- 
und glykogenbildenden Stof- 
fen gar nicht beeinfluBt. 
Kine Ganglienzelle be- 
findet sich niemals im Ruhe- 
zustand, wie z. B. die Muskel- 
zelle. Da sie keinen gréBeren 
Nahrstoffvorrat hat, benétigt 
sie immer von auBen Brenn- 
stoff, also Glucose und halt 
ein Fermentsystem in Bereit- 
schaft, welches die Verbren- 
nung der Glucose nach ihrer 
Phosphorylierung bewirkt. Es 
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sind keine Zeichen vorhanden, daB aus der Glucose zuerst Glykoge: 
gebildet wird. Die Funktion der Ganglienzelle steht in sehr engem 
Zusammenhang mit dem Blutzuckergehalt. Nach dem Sinken des 
Blutzuckergehalts werden ihre Funktionen sehr rasch ausgeschaltet. 
Dagegen ist die weiBe Substanz weniger empfindlich gegen Blutzucker- 
senkung als die ganglienzellenhaltige graue. Ihr Polysaccharidvorrat 
deckt wahrscheinlich ihren niedrigen Energiebedarf. Es ergibt sich 
noch eine andere Frage: auf welche Weise geht die Glykogensyn- 
these vor sich und von welchen Stoffen aus nimmt sie ihren Ursprung 
in den beiden Teilen des Neurons ? 


Zusammenfassung. 


1. Die weiBe Masse und die grauen Zentren des Zentralnerven- 
systems weisen einen verschiedenen Kohlenhydratumsatz auf. 

2. Die weife Masse des Zentralnervensystems verwertet von den 
verschiedenen Kohlenhydraten Glykogen und phosphorylierte Hexos: 
oxydativ. Glucose und andere nicht phosphorylierte Zuckerarten 
werden nicht angegriffen. 

3. Die grauen Zentren des Zentralnervensystems besitzen zwar 
einen ahniichen Mechanismus fiir ihren Kohlenhydratstoffwechsel wie 
die weiBe Substanz, aber dieser ist hier weniger bedeutend. [hr Haupt- 
nahrstoff ist Glucose, welche jedoch nur nach ihrer Phosphorylierung 


oxydiert wird. Die Umphosphorylierung der Glucose wird von der 


Adenosintriphosphorsaure eingeleitet und von einem vollstandigen 
oxydo-reduktiven System stationir gehalten. Anorganisches Phosphat 
wird durch dieses System verestert. 


4. In den grauen Zentren und in der weifen Masse wird das Glyko- 


gen durch Phosphorolyse gespalten. 


Ich bin Herrn Professor H. Theorell fiir seine liebenswiirdige Unter- 


stiitzung sowie fiir seine wertvollen Ratschlage zu groBer Dankbarkeit 
verpflichtet. 
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Uber die Eisenporphyrinverbindungen 
in der Nebenniere*. 
Von 
I. Huszak, Szeged, Ungarn, 
(Aus der Biochemischen Abteilung des medizinischen Nobelinstituts, 
Stockholm. ) 


(Eingegangen am 20, Marz 19142.) 


In einer friiheren Arbeit (1) ist es mir gelungen festzustellen, dal 
das Nebennierenmark im Gegensatz zur Nebennierenrinde und zu vielen 
anderen untersuchten tierischen Geweben keine Cytochromoxydase 
enthalt. Der Oxydationsmechanismus im Nebennierenmark ist noch 
nicht aufgeklart. Der Umstand, daB eine gréBere Menge Adrenalin in 
demselben anwesend ist, veranlaBte mich zu der Annahme, dab ein 
Phenoloxydasesystem vorhanden sein diirfte, wobei Adrenalin als 
Katalysator mitwirke. 

Bierrich und seine Mitarbeiter (2) haben in der Nebenniere zwei 
Cytochromstreifen wahrgenommen, doch erwahnten sie nichts Naheres 
iiber die Lage derselben; sie sahen die Nebenniere als ein einheitliches 
Gewebe an und machten keinen Unterschied zwischen der Rinden- und 
‘Marksubstanz der Nebenniere. 

In dieser Arbeit werden die Cytochromstreifen und die Oxydatior 
der Cytochrome in den zwei charakteristischen Teilen der Nebennier 
untersucht. 

Wenn wir einen Gewebsschnitt von frischer Nebenniere in Nadi 
reagens oder in Paraphenyldiaminlésung einlegen, kénnen wir beol- 
achten, daB sich die Rinde nach einer bestimmten Zeit blau_ farbt 
wahrend die Marksubstanz, auch wenn sie langere Zeit hindurch in de! 
Lésung gehalten wird, keine Farbung aufweist. Keilin (3) und ein 
groBe Anzahl von Forschern hielten die Indophenoloxydase oder Para 
phenylendiaminoxydase fiir identisch mit der Cytochromoxydase. E- 
wird angenommen, da diese in allen cytochromhaltigen Organen vor 
handen ist. Aus den folgenden Ausfiithrungen geht hervor, das da- 
Nebennierenmark eine Ausnahme von dieser Regel bildet. 


Uber die Cytochromkomponenten in der Rinden- und Marksubstanz. 
Die spektroskopische Untersuchung wurde mit einem Hand 


spektroskop der Firma Zeiss und in dem violetten Bereich mit eine: 


* Diese Arbeit wurde durch ein ungarisches Staatsstipendium e1 
moéglicht und geférdert. 
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Gitterspektroskop durchgefiihrt. Fiir die Untersuchungen im violetten 
Bereich verwendete ich als Filter den Wratten-Filter D 35 und Kupfer- 
sulfatlésung. Als Lichtquelle gebrauchte ich eine starke Metallfaden- 
lampe, deren Lichtstrahlen mittels eines Linsensystems auf das Objekt 
vereinigt wurden. Auf diese Weise wurden die Priparate mit einem 
sehr starken Lichtstrah] durchleuchtet. Die Gewebsschnitte wurden 
entweder zwischen zwei Glasplatten gedriickt und auf diese Weise 
anaerob gehalten, oder der Brei des betreffenden Gewebsteiles wurde 
in einer Vakuumrohre evakuiert. 


Nebennierenrinde. 


In dem nativen Praparat kann man aerob nur die Haimoglobin- 
streifen wahrnehmen. Unter anaeroben Verhaltnissen erscheinen 
folgende Absorptionsbanden: eine sehr schwache, schmale Bande bei 
6030 A, ein sehr starker Absorptionsstreifen bei 5620 bis 5490 A. Die 
langwellige Seite der letztgenannten Absorption ist etwas starker und 
schirfer begrenzt. AuBerdem sieht man eine dritte, breite, unscharfe 
Absorption, die ihr Maximum bei 5300 A erreicht. Bei 5000 A ist ein 
ziemlich bedeutender Absorptionsstreifen und bei 4300 A ist eine 
intensive Absorption vorhanden. Diese zwei letztgenannten Absorptionen 
werden im verdiinnten Brei, oder nach Zugabe von Cholat und H ydro- 
sulfit zum unverdiinnten Brei auch in diesem sichtbar. Man kann also 
die Anwesenheit der Cytochromkomponenten a, 6 und ¢ feststellen. 
Die Banden bei 5000 A und zwischen den b- und c-Streifen scheinen 
bisher unbekannten Verbindungen zuzugehdren. 


Nebennierenmark. 


Im Mark kann man aerob einen sehr starken und ziemlich deutlich 
abgegrenzten Absorptionsstreifen zwischen den Oxyhamoglobinstreifen 
bei 5590 A erkennen. Unter anaeroben Verhaltnissen verbreitet sich diese 
deutlich abgegrenzte, schmale Bande nach der kurzwelligen Richtung 
hin bis zu 5530 A. In dieser zusammenflieBenden, breiten Absorption 
hebt sich die Bande bei 5590 A deutlich ab. 

Man sieht auch hier wie in der Rinde bei 5300 A eine breite und 
unscharfe Absorption. Die Absorption bei 5000 A ist etwas stirker als 
in der Rinde. Die fiinfte Absorptionsbande liegt bei 4280 A. An der 
Grenze des sichtbaren Lichtes ist noch eine weitere Absorption zwischen 
4000 bis 4100 A wahrnehmbar. 

Zwischen Rinden- und Marksubstanz bestehen folgende Unter- 
schiede. Die Marksubstanz weist bei 5500 und 6030 A keine Absorption 
auf und der Absorptionsstreifen bei 5000 A ist im Mark intensiver als 
der in der Rinde. Der Absorptionsstreifen im griinen Bereich in der 
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Marksubstanz bei 5590 bis 5530 A ist in der Rinde aerob nicht wahr- 
nehmbar. 

Die Eigenschaften dieser Komponente wurden in gewaschenen 
Priparaten weiter studiert. Hamoglobin und Substrate wurden mit 
m 50 primarem Phosphat von dem betreffenden Gewebsbrei weg- 
vewaschen. In der Fliissigkeit, in welcher die Nebennierenrinde ge- 
waschen wurde, erkennt man nach Reduktion mit Hydrosulfit zwei 
Streifen, und zwar einen bei 5500 A und eine unscharfe Absorption bei 
ungefahr 5590 A. 

Wenn die Marksubstanz sorgfaltig von der Rinde befreit wurde, 
konnte ich in der Waschfliissigkeit keine c-Komponente nachweisen. 


Nach wiederholtem Waschen des Breies mit primarem Phosphat 
ist die Bande im griinen Bereich, welches in dem intakten Gewebe aerob 
sichtbar war, nur noch schwach erkennbar. Diese Bande wird nur nach 
Zugabe von reduzierenden Mitteln sichtbar. Folglich kann angenommen 
werden, daB durch das Waschen eine Substanz entfernt wird, die bei 
der aeroben Reduktion der betreffenden Eisenporphyrinverbindung 
mitwirkt. Wie ich in einer friiheren Arbeit (4) dargestellt habe, enthalt 
die Marksubstanz der Nebenniere eine groBe Menge von Ascorbinsaure. 
Daher kénnte diese Substanz fiir die Reduktion der betreffenden Kom- 
ponente verantwortlich sein. 


In alkalischem Pyridin erscheint sowohl in Rinden- als auch in 
Markpraparaten nach Zugabe von Hydrosulfit nur eine einzige, starke 
Absorptionsbande bei 5550 A, welche fiir das Pyridin-Proto-Hamo- 
chromogen charakteristisch ist. 


Die Wirkung verschiedener Substrate auf die Reduktion und die Oxydation 
der Cytochromkomponenten in der Nebenniere. 


Zu dem gewaschenen Brei der zwei erwahnten Teile der Nebenniere 
wurden die verschiedenen Substanzen in aquimolarer Konzentration 
(m 100 von jeder Substanz) zugesetzt. Diaphorase wurde aus Schweine- 
herz nach dem Straubschen Verfahren hergestellt. Bei den Unter- 
suchungen wurden reine Cozymase I und II sowie Robison-Ester ver 
wendet. Die Substanzen wurden von dem SeitengefiB der Thunbhery 
Rohre vor dem Experiment zu dem gewaschenen Brei zugesetzt. Aus 
der Tabelle I ist ersichtlich, daB Lactat und Robison-Ester unter den 
Metaboliten die Cytochromkomponenten in der Rinden- und Mark 
substanz am besten reduziert. Die Wirkung des Succinats ist in de: 
Rindensubstanz ziemlich stark, wahrend sie in der Marksubstanz gleich 
Null ist. Adrenalin, Paraphenylendiamin und Hydrochinon sind aerob 
und auch anaerob wirkungslos. 
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Auffallend ist, daB in 
der Rinde die Banden der 
durch Substrat reduzier- 
ten Cytochromkomponen. 
ten durch Schiitteln mit 
Luft oder durch Durch- 
strémen mit O, vollstandig 
verschwinden, wahrend sie 
im Nebennierenmark bei- 
nahe unverandert bleiben; 
nur die breite Bande 
im griinen Bereich (5590 
bis 5530 A) wird etwas 
schwacher. 

Diese Erscheinungen 
sprechen dafiir, da die 
Cytochromkomponenten 
wohl in der Rindensubstanz 
wie in den anderen Organen 
durch atmospharischen O, 
oxydabel sind, jedoch nicht 
in der Marksubstanz. Die- 
ser Umstand diirfte darauf 
zuriickzufiihren sein, daf 
die Rindensubstanz LIndo- 
phenoloxydase enthalt, das 
Mark jedoch nicht. Die 
Indophenoloxydase ist be- 
kanntlich ein autoxydabler 
Haminkatalysator, welcher 
bei der Oxydation der Cyto- 
chrome mitwirkt. Die Oxy- 
dation der Cytochromkom- 
ponenten in der Neben- 
nierenrinde hemmen alle 
diejenigen Gifte, welche 
als Hemmungsstoffe bei 
der Indophenoloxydase be - 
kannt sind. Nebennieren- 
rinde enthalt die Cyto- 
chromkomponente a und 
wahrscheinlich auch as, 
welch letztere Keilin (5) 


Reduktion der verschiedenen Eisenporphyrinverbindungen in der Nebenniere 


Tabelle 


mit verschiedenen Substraten. 
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mit der Indophenoloxydase fiir identisch hieit. Das Mark enthalt, wir 
wir gesehen haben, keine a-Komponente. 


Cher die Oxydation der Cytochromkomponente in der Marksubstanz. 


Wenn die direkte Oxydation im Mark mit O, nicht gelingt, mut 
man folgende zwei Méglichkeiten ins Auge fassen: entweder enthal: 
die Marksubstanz noch so viele reduzierende Stoffe im gewaschenen 
Markbrei, dab diese die Cytochrome aerob reduzieren, oder es fehlt 
eine Zwischensubstanz zwischen Oxydase und Cytochromen, die vor 
der Oxydase primar oxydiert wird und welche, nach erfolgter Oxydation 
die Cytochrome weiter oxydiert. 

Um die erste Méglichkeit auszuschlieBen, wurde der in sekundaren: 
Phosphat suspendierte, gewaschene Brei mit O, 1 Stunde lang durch 
strémt und dann gegen destilliertes Wasser dialysiert. Ein auf dies 
Weise vorbehandelter Brei wird durch Lactat nach Zugabe der nétigen 
Zwischenkatalysatoren sehr langsam reduziert. Sind aber die Kom- 
ponenten einmal reduziert, dann bleiben sie es auch nach der Sauer 
stoffbehandlung. Dieses berechtigt zu der Annahme, daB die Cyto. 
chrome in dem gewaschenen Brei von keiner Substanz reduziert werden, 
sondern daB sie durch O, nicht oxydabel sind. 

Um die zweite Moéglichkeit zu studieren, habe ich zu dem ge- 
waschenen Brei der Marksubstanz noch Adrenalin, Paraphenylendiamin 
und verschiedene Diphenole zugesetzt. In Gegenwart von diesen 
Stoffen werden die reduzierten Cytochromkomponenten langsam 
oxydiert. Dieser Vorgang braucht ungefaéhr ebenso lange Zeit wie die 
Autoxydation dieser Stoffe an der Luft. Autoxydiertes Adrenalin, 
autoxydiertes Paraphenylendiamin oder andere Chinone oxydieren dic 
Cytochrome um so schneller, je staérker ihre Konzentration ist. Ein: 
Phenolasewirkung auf die reduzierten Diphenole konnte ich in dem 
Nebennierenmark nicht feststellen. Man kann daher eine Oxydation 
der Cytochrome durch eine Phenolase + Phenol ausschlieBen. 

Wenn keine Oxydase anwesend und die Cytochrome nicht autoxy- 
dabel sind, dann bleibt nur noch eine Méglichkeit offen, namlich da’ 
eine Peroxydase die Cytochromkomponenten oxydiert. Die Ergebnis»: 
meiner Untersuchungen bestatigen diese Annahme. 


Uber die peroxydatische Wirkung des Nebennierenmarkes. 
Wenn man zu einem Gewebsschnitt der Nebenniere, der in Pars 
phenylendiaminlésung oder Nadireagens gelegt wurde, noch eine gering: 
Menge H,O, gibt, nimmt nicht nur die Rindensubstanz rasch ein 
blaue Farbung an, sondern auch die Marksubstanz farbt sich tiefblau 
Dieser Effekt ist in jedem py-Bereich sehr stark, in welchem die Autox) 


dation des Paraphenylendiamins sehr gering ist und von H.O. weniz 


beschleunigt wird. 
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Im folgenden wird die peroxydatische Wirkung weiter analysiert. 
Da ich unter den verschiedenen Phenolsubstanzen beim Paraphenylen- 
diamin die starkste peroxydatische Wirkung feststellen konnte, wurde 
diese Substanz bei den weiteren Versuchen als Test verwendet. Die 
peroxydatische Reaktion der Markextrakte oder Markbreie ist auf 
Adrenalin um das Zehnfache schwacher als auf Paraphenylendiamin. 


20 g Nebennierenmark wurden in einem Porzellanmorser zerrieben, dann 
mit m/50 priméirem Phosphat so lange gewaschen, bis es hamoglobintrei war. 
Der zentrifugierte Niederschlag wurde mit der zehnfachen Menge m/15 sekun- 
darem Phosphat | Stunde lang durch Schiitteln extrahiert. Nach | Stunde 
wurde die ganze Suspension bei einer Umdrehungszahl! von 3000 10 Minuten 
lang zentrifugiert. Der Niederschlag wurde noch einmal in der vorher be- 
schriebenen Weise extrahiert. Ich nahm von diesen Extrakten eine kleine 
Probe, in welcher man nach Zugabe von Hydrosulfit im griinen und blauen 
Bereich einen breiten Streifen erkennen kann, aber von der schmalen 
Bande, welche ich fiir Cytochrom b hielt, war hier weniger vorhanden als 
in der Restsubstanz nach der Extraktion. Die peroxydatischen Effekte 
auf Paraphenylendiamin sind in dem Extrakte starker als in dem gleich- 
verdiinnten Niederschlag. 

Die sekundéren Phosphatextrakte wurden mit '/,, des Volumens 
m/l Acetatpuffer, py 4,5, vermischt und der reichliche Niederschlag wurde 
zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit ist eine opaleszente Loésung. 
Das spektroskopische Bild ist nach Reduktion mit Hydrosulfit das gleiche 
wie in dem vorigen Schritt. Diese opaleszente Lésung weist in dickerer 
Schicht die Absorptionsbande im griinen und blauen Bereich auf. Das 
Verhaltnis zwischen der b-Bande 5590 A und der breiten Absorption im 
griinen Bereich ist jetzt mehr nach der Seite der letzteren verschoben. 
Diese opaleszente Lésung wurde auf '/,, des urspriinglichen Volumens bei 
20°C im Vakuum eingedampft und 1 Tag lang gegen destilliertes Wasser 
bei 0° C dialysiert. Bei der Dialyse entsteht ein reichlicher Niederschlag. 
Der Niederschlag wurde abzentrifugiert und in 20 cem m/15 Phosphat- 
puffer, py 6,8, suspendiert. Die Peroxydasereaktion in dem Niederschlag 
ist viel starker als die Reaktion in der Mutterlauge. In der Mutterlauge 
wird in dickerer Schicht im griinen Bereich bet einem Maximum von 5550 A 
eine sehr schwache Absorption sichtbar. 

Dieser im dialysierten Extrakt entstandene und im Phosphat aut 
genommene Niederschlag wurde fiir die weiteren Untersuchungen ver- 
wendet. 

In dieser Aufschlammung erscheinen nach Reduktion mit Hydro- 
sulfit aerob folgende Banden : bei 5600 bis 5530 A eine starke Absorption 
eine schwachere und weniger abgegrenzte bei 5300 A, eine schwache 
Absorption bei 5000 A, in noch gréBeren Verdiinnungen eine starke 
Absorption bei 4300 und 4000 bis 4100 A. 


Die Wirkung verschiedener Gifte auf das spektroskopische Bild. 

Beim Sattigen mit CO im reduzierten Zustand verschwindet 
sofort diese breite Bande, welche bei 5590 bis 5530 A im Nebennieren- 
mark- und Rindenbrei sowie in peroxydasehaltigen Extrakten sicht bar 
war. An deren Stelle erscheint bei 5700 A eine neue breite Bande und 
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die Absorptionsbande, welche bei 5300 A sichtbar wurde, verbreitet sich 
nach langwelliger Richtung, so daB die ganze Absorption ihr Maximum 
bei 5350 A erreicht. Die schmalen «-, B- sowie y-b-Banden_ bleiben 
unverandert. 

Mit KCN, aerob und anaerob, konnte ich weder Absorptions- 
bandenverschiebungen noch ein Verschwinden der Banden feststellen. 
KCN beschleunigt die anaerobe Reduktion der Eisenporphyrinverbin. 
dungen im Nebennierenmark Aerob wird mit KCN ein Teil der b-Bande 
und ein Teil der Bande, die zwischen 5590 bis 5530 A erscheint, sicht bar 

Mit NaF, NaN;, NaH.OH konnte ich dieselben Effekte wie mit 
KCN bemerken. 


Die Wirkung verschiedener Gifte auf die Peroxydase 
im Nebennierenmark. 

Verschiedene Zellgifte in m/1000 Konzentration hemmen die 
Peroxydase im Nebennierenmark in der folgenden Reihenfolge: KCN, 
NaN3, NaH,OH, NaF. KCN in m 10000 Konzentration hemmt die 
Peroxydase ungefihr zu 50%. 

Die Peroxydase im Nebennierenmark ist thermolabil und emp- 
findlich gegen Aceton und Alkohol. 


Die Wirkung der peroxydasehaltigen Extrakte auf Eisenporphyrin- 
verbindungen im Mark. 


Im vorhergehenden wurde dargestellt, da die Oxydation der 
Eisenporphyrinverbindungen im Nebennierenmark durch Zugabe von 
Peroxyd stark beschleunigt wird. Ich konnte aus dem Brei dieses 
Gewebes, welcher mit m/50 primarem Phosphat gewaschen wurde, 
mittels sekundérem Phosphat einen Extrakt herstellen, der eine starke 
peroxydatische Wirkung auf Paraphenylendiamin ausiibte. Nach der 
Extraktion mit alkalischem Phosphat wird die peroxydatische Wir. 
kung des Restbreies auf das Paraphenylendiamin und auch auf die 
reduzierten Eisenporphyrinverbindungen allmahlich schwacher, so dali 
die gleiche Menge H, O, immer langsamer und langsamer die reduzierten 
Eisenporphyrinverbindungen im Nebennierenmark oxydieren kann. In 
einem solchen Peroxydase armeren Brei beschleunigt der zugesetzte 
Extrakt aus Markbrei die Oxydation der Cytochromkomponente 
mittels H,O,. Diese Wirkung der peroxydasehaltigen Extrakte wird 
auch durch Zugabe von kleineren Mengen von Paraphenylendiamin 
beschleunigt. Mit Adrenalin hingegen ist die Wirkung viel schwacher. 


Diskussion. 
Auf Grund der angefiihrten Untersuchungsergebnisse kann fest - 
gestellt werden, daB der Oxydationsmechanismus des Nebennieren- 
markes von dem der Rinde verschieden ist. In der Rinde scheint die 
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Oxydation der Cytochromkomponenten in der gleichen Weise vor 
sich zu gehen wie z. B. im Herzmuskel und in der Hefe. Die physiolo- 
vische Bedeutung der von Altschul, Abrams und Hogness (6) in der 
Hefe nachgewiesenen Cytochrom-c-Peroxydase ist noch unklar, weil 
die Oxydation der Cytochrome in der Hefe durch Schiitteln mit Luft 
bewirkt werden kann. Dagegen wird die Oxydation der Eisenporphyrin- 
verbindungen im Marke nur durch die Mitwirkung einer Peroxydase 
vermittelt. Die Anwesenheit einer Peroxydase im Nebennierenmark 
wurde festgestellt. Dieses Ferment ist gegen CO, KCN, NaNze usw. 
empfindlich und thermolabil. Es ist noch nicht aufgeklart, ob eine 
oder mehrere von den beschriebenen Absorptionsbanden im Neben- 
nierenmark zur Peroxydase gehéren. Wenn man die beschriebenen 
Absorptionsbanden tiberblickt, kann man die Bande bei 5590, 5300 
und 4300 A dem gewéhnlichen Cytochrom 6 zuschreiben. Diese 
Cytochromkomponente gibt keine Verbindung mit CO. Die iibrigen 
Banden gehéren wahrscheinlich einer anderen Eisenporphyrinverbin- 
dung an. Diese gibt mit CO eine Verbindung, die, nach der Lage 
ihrer Absorptionsbanden zu schlieBen, dem Kohlenoxydhamoglobin 
ahnlich ist, wenn auch die Banden ein wenig nach der kurzwelligen 
Richtung hin verschoben sind. Es ware auch méglich, daB im Neben- 
nierenmark eine solche Peroxydase vorhanden ist, welche auf Grund 
ihrer kleinen Konzentration fiir das spektroskopische Verfahren unzu- 
ginglich ist, wie es mit dem Warburgschen Atmungsferment in den 
meisten Zellen der Fall ist. Auf jeden Fall scheint ein Parallelismus 
zwischen der peroxydatischen Wirkung der Extrakte und der Intensitat 
der Absorptionsbande bei 5560 und 5280 A zu bestehen. 

Nun kommen wir zu der Frage, in welchem Verhaltnis steht die 
Peroxydase zu dem Cytochrom? Kann die Peroxydase mit Hilfe von 
Peroxyd das Cytochrom direkt oxydieren, oder bedarf es noch einer 
vermittelnden Substanz? In der Natur oxydieren die Peroxydasen 
meistens einen phenolartigen Stoff, welcher dann die Oxydation anderer 
Stoffe vermittelt. Beziiglich des Nebennierenmarkes kann diese Frage 
dann erst endgiiltig gelést werden, bis es uns gelungen sein wird, die 
reinen Komponenten herzustellen. Problematisch ist auch hier wie in 
anderen Geweben der Ursprung des Peroxyds. 

Eine oxydoreduktive Kette tiber Cytochrom / im Nebennierenmark 
kénnte man sich folgendermaBen vorstellen: 


Peroxydase + H,0O,....Cytochrom b -» komplette ——— 
gba be 


A ‘hvdrasesvate 
Peroxydgebende Stoffe : Dehydrasesysteme fir 


“es . *Robisonester 
(Ascorbinsaure, Adrenalin ?) ; 


Zusammenfassung. 


In der Nebennierenrinde und im Nebennierenmark bestehen zwei 
voneinander abweichende Oxydationsmechanismen. 
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Die Nebennierenrinde enthalt Cytochromoxydase und Cytochrom a 


4 und ¢ und eine Eisenporphyrinverbindung, welche im reduzierten 


Zustand zwischen b- und c-Streifen eine Bande aufweist. Diese Kom 
ponente gibt eine Verbindung mit CO. 

Das Nebennierenmark enthalt nur Cytochrom 6 und eine Eisen 
porphyrinverbindung, welche wahrscheinlich bei der Oxydation de1 
h-Cytochrome eine Rolle spielen diirfte. Diese Komponente gibt mit 
CO eine Verbindung. 


Im Nebennierenmark ist keine Cytochromoxydase (Indophenol.- 


oxydase) vorhanden; statt ihrer ist eine Peroxydase anwesend. 


Ich bin Herrn Professor H. Theorell fiir seine liebenswiirdige Unter- 


stiitzung sowie fiir seine wertvollen Ratschlage zu groBer Dankbarkei 
verpflichtet. 
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Uber den Chemismus der Huminsiiurebildung 
unter physiologischen Bedingungen. 
I. Mitteilung. 
Von 
Curt Enders. 
(Aus der wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen.) 
(Eingegangen am 2. Marz 1942.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Trotz umfangreicher Untersuchungen besteht zur Zeit noch keine 
befriedigende Erklarung iiber die sich im Ackerboden, im Torf usw. 
standig vollziehende Neubildung der Humusstoffe, als deren wesentlichen 
Bestandteil man nach jetziger Kenntnis die Humus- oder Huminsauren 
betrachtet. Man weil zwar, dab solche Humussauren und humus- 
ahnliche Stoffe insbesondere aus den Kohlenhydraten unter dem EinfluB 
starker Sauren und Alkalien gebildet werden. Dem Verstandnis der 
Humusbildung in der Natur ist man durch diese Erkenntnis aber in 
keiner Weise nahergekommen, da die zur Huminsaurebildung in vitro 
notwendigen Bedingungen ausnahmslos unnatiirlich sind. Auch die 
von Waksman (1) aufgestellte Theorie, wonach die Humusbildung 
unter physiologischen Bedingungen in einem Zerfall der Leiber ab- 
yetéteter Bodenorganismen besteht, befriedigt nicht, da die Boden- 
mikroben, trotz ihres riesigen zahlenmabigen Vorkommens im Boden, 
keinesfalls in einem so groBben Prozentsatz an der Zusammensetzung 
des Bodens beteiligt sind, wie er dem Humus entspricht (2). Den Mikro- 
organismen kommt vielmehr nur eine katalytische Bedeutung zu, 
wie dies dem Folgenden zu entnehmen ist. 

Ausgangspunkt fiir die vorliegende Arbeit war die Uberlegung. 
daB der Huminsaurebildung in der Natur ein chemischer Reaktions- 
mechanismus zugrunde liegen mu}, der unter biologischen Bedingungen, 
also bei gew6hnlicher Temperatur und bei der Aciditat des Bodens, 
zu Huminsauren fiihrt. Bei der Aufsuchung des Chemismus lieben wir 
uns von der Arbeitshypothese leiten, daB derjenigen Reaktion in der 
Natur Bedeutung zukommt, die unter natiirlichen Bedingungen mit 
der gréBten Geschwindigkeit im Sinne der Huminsaurebildung 
verlauft. 

Von Enders und Mitarbeitern (3) wurde im Gegensatz zu T'russov (4), 
sowie Neuberg und Kobel (5) auf Grund neuerer Untersuchungen mehrfach 
die Ansicht vertreten, daB die Bildung der Huminsauren unter biologi- 
schen Bedingungen im Sinne der Vorstellungen von .Vaillard (6) aus 
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Kohlenhydraten, und zwar insbesondere Hexosen, und aus Aminosaure) 
durch die sogenannte Melanoidin-Reaktion erfolgt. 


AnlaBblich einer Besprechung der verschiedenen, zum Teil in der Literatu 
erérterten Moéglichkeiten des Reaktionsverlaufs der Melanoidinbildun: 
wurde darauf hingewiesen, daB die erstmals von Newberg und Kobel (7) uni 
spiter von Hahn und Schales (8) diskutierte Méglichkeit, daB das seh 
reaktionsfahige Methylglyoxal — ,,das treibende Agens* — als Spaltproduk 
der Kohlenhydrate auftritt und dann weiterhin zur Melanoidin- bz. 
Huminsaurebildung fiihrt, recht wahrscheinlich ist, insbesondere weil vo: 
Enders und Léther (9) gefunden wurde, daB die Melanoidinreaktion by 
a, «’-Dicarbonylverbindungen, wie Glyoxal und Diacetyl, in maximale: 
Reaktionsgeschwindigkeit verlauft. Hahn und Schales (8) hatten bein 
Kochen von Methylglyoxal mit Saéuren verschiedenen Verdiinnungsgrade- 
unter Riickflu8 huminséureaihnliche Produkte erhalten, die scheinbar be 
physiologischer Aciditaét (px 5,9) in maximaler Ausbeute gebildet wurde: 
Trotz erheblicher Unterschiede zwischen diesen ,,Methylglyoxalhumin 
séuren* und den natiirlichen und den aus Zucker gewonnenen Huminsaur 
praparaten glaubten Hahn und Schales folgern zu diirfen, ,,daB die Humin 
siurebildung von Drei-Kohlenstoffsystemen ausgeht. Durch bakteriel|: 
Zersetzung der Kohlenhydrate wiirden in erster Phase Triosen entstehen. 
die sich dann — wie wir (Hahn und Schales, d. Autor) fanden — am beste: 
in physiologischem py-Bereich in Huminséuren umwandeln‘‘. Mit diese: 
Vorstellung glaubten sie auch in die ungeklarten Vorgange bei der Bildung 
der Kohle Licht zu bringen und eine Erklarung fiir die deutlich vorhandene 
Ahnlichkeit der Kohlenhydrathuminséuren mit den Phenolhuminsauren. 
deren beider Bildung iiber Chinone als Zwischenprodukt verlaufen sol, 
gefunden zu haben. 


Die Ansicht daB Methylglyoxal als Zwischenprodukt bei der Humin. 
siurebildung eine Rolle spielt, wurde durch die Ergebnisse weitere! 
Untersuchungen iiber Melanoidine erhartet. 


Nachdem bereits von Enders und Léther (9) erkannt war, dai dic 
Melanoidinreaktion keine spezifische Reaktion zwischen Zuckern uni 
Aminosiuren ist, sondern, daB sie allgemein zwischen Stoffen mit 
freier Carbonylgruppe (Zuckern, Aldehyden, Ketonen) und Amino 
gruppenenthaltenden Kérpern (Aminoséuren, Aminen) erfolgt, wurde: 
von Enders und Bussmann (10) die Bildungsgeschwindigkeiten der 
Melanoidine aus verschiedenen Amino- und Carbonylkomponenten 
untersucht. 


Die Bestimmungen erfolgten kolorimetrisch in der Weise, da! 
jeweils 10 ccm der Reaktionsgemische, die auf 150 ccm destillierten 
Wassers 20 g Glykokoll und 80g Glucose bzw. die einer Amino- uni 
einer Carbonylgruppe aquivalenten Mengen an anderen Amino- uni 
Carbonylgruppen enthaltenden Stoffen enthielten, in sechs Reagen- 
roéhrchen im Wasserbad bei 90° C erhitzt wurden. Von Stunde zu Stund: 
wurde ein Ansatz entnommen, abgekiihlt und mit Hilfe einer Eichkurv: 
aus dem im Lange-Kolorimeter gemessenen Absorptionswert die gebildet: 
Menge an Melanoidin ermittelt. 
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Bei Glucose als Carbonylkomponente kann durch Ersatz des 
(lvkokolls durch eine andere Aminoverbindung in aquivalenter Menge 

vorausgesetzt, daB die pxu-Werte nicht wesentlich iiber dem des 
(Glucose-Glykokollgemisches liegen — keine Steigerung der Bildungs- 
veschwindigkeit des Melanoidins beobachtet werden. 


82 


150 


Melanordin 
Ss 





Harnstoff § 453) 

Siykokollathylester 
/ peng 64/23 

ystem 
—hydroxylamn 20/32) 
0 1 2 3 - cj 65d. 


Abb. 1. 











Die Reaktionsgeschwindigkeiten steigen mit den pu-Werten. (Der 
nicht eingeklammerte pa-Wert gilt vor, der eingeklammerte nach Ablauf 
der Reaktion.) Dementsprechend findet mit stark alkalischen Stoffen 
wie Piperidin, p-Phenylendiamin, Semicarbazid und Ammoniak eine 
sehr rasche Melanoidinbildung statt. Wird der Einflu8 der Wasserstoff- 
ionenkonzentration dadurch ausgeschaltet, daB die Bildungsgeschwindig- 
keit der Melanoidine aus Glucose und verschiedenen Aminoverbindungen 
in Pufferlésungen untersucht werden, dann zeigen sich keine wesent lichen 
Unterschiede. 


Biochemische Zeitschrift Band 312. 92 
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Es ist also offenbar die Struktur der Aminoverbindung ohne Ein flu; 
auf die Geschwindigkeit der Melanoidinbildung. 

Entscheidend ist das Vorliegen einer primaren Aminogruppe 

Dagegen ist die Melanoidinbildung in starkem Mabe abhangig 

















von der Natur der Carbonylverbindungen, wie aus Abb. 2 zu entnehmen 
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Abb. 2. 
ist, in der die relativen Bildungsgeschwindigkeiten von" Melanoidin 
aus jeweils 20g Glykokoll und 80g Glucose bzw. den dieser Menge 
hinsichtlich einer Carbonylgruppe aquivalenten Mengen an anderen 
Carbonylverbindungen graphisch wiedergegeben sind. 

Die gréBte Bildungsgeschwindigkeit von Melanoidin, die sich unter 
den angegebenen Bedingungen in einer fast spontanen Braunfarbung 
zu erkennen gibt, wurde bei Methylglyoxal und Glycerinaldehyd fest- 
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gestellt. Die Triosen und ihr Umwandlungsprodukt, das Methylglvoxal, 
reagieren also noch schneller als das Diketon Diacetyl. Die Reaktions- 
fahigkeit der Pentosen ist gréBer als die der Hexosen. Sie nimmt in 
folgender Reihenfolge ab: Xylose, Arabinose, Mannose, Galaktose, 
Fructose, Glucose. Wesentlich geringer ist die Bildungsgeschwindigkeit 
von Melanoidin aus den Disacchariden. Auch Hexosediphosphat und 
Glucosamin bewirken nur schwache Braunfarbung der Lésung. Fiir 
den eigentiimlichen Verlauf der Melanoidinbildung aus Brenztrauben- 
siure und Glykokoll kann keine Erklarung gegeben werden. 

Im Hinblick auf die von Roxas und Beckley (11) vertretene Ansicht, 
daB Furfurol bzw. Oxy-Methylfurfurol das aktive Zwischenprodukt 
der Huminsaurebildung ist, wurden die Bildungsgeschwindigkeiten 
von Melanoidin aus Glykokoll mit Methylglyoxal, Furfurol und Brenz- 
traubensaure untersucht. 

0,15 g Methyiglyoxal bzw. die aquivalenten Mengen an Furfurol 
und Brenztraubenséure wurden mit und ohne 0,04g Glykokoll zu 
l0cem m/5 Citratpuffer gelést und die Versuchsansatze 2 Stunden 
in einem siedenden Wasserbad gehalten. Hierauf wurden in den mit 
Wasser auf 100 ccm verdiinnten Lésungen die Lichtabsorptionen im 
Lange-Kolorimeter ermittelt 





Tabelle I. 
Lichtabsorption 


o 
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Methylglyoxal und Glykokoll .......... 63 
Furfurol und Glykokoll ............... : 


3 
Brenztraubenséure und Glykokoll ...... - 
POOCUVINEVORRE <6 0806 cc eee sheet cats sin’ 11 
i a aa i ae eo er a a te ee 1 
Breopstrawbenshure 22... nce ieeiec cites. 1 

Die Bildungsgeschwindigkeiten von Melanoidin aus Furfurol und 
Brenztraubensaure sind verschwindend klein gegentiber denen aus 
Methylglyoxal und Glykokoll. Entsprechend der Arbeitshypothese, 
daB in der Natur diejenige Reaktion zur Huminsaurebildung fiihrt, 
die unter physiologischen Bedingungen am schnellsten verlauft, kann 
dem Furfurol keine zentrale Bedeutung bei der natiirlichen Humifizierung 
eingeraumt werden. 

Der Befund, daB die Melanoidinbildung am schnellsten aus den 
Triosen und dem leicht aus denselben entstehenden Methylglvoxal 
erfolgt, ist gut damit zu erklaren, daB die Melanoidinbildung der Kohlen- 
hydrate tatsachlich immer iiber Methylglvoxal verlauft und ihre Ge- 
schwindigkeit bestimmt wird von der Menge an Methylglvoxal, das 
aus dem Kohlenhydrat laufend nachgebildet wird. Auch Derivate des 
Methylglyoxals, wie z. B. Diacet yl, sind zur Melanoidinbildung befahigt. 

Entsprechend der kolloiden Natur der Melanoidine bzw. Huminsauren 
und unserer sparlichen Kenntnis iiber ihre Struktur besitzen wir keine 
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sicheren Methoden ahnlich denen fiir kristallisierte Kérper — zu ihrer 
Charakterisierung. Wir miissen uns damit begniigen, alle Reaktionen, di 
iiber hellgelbe Farbung der wasserigen Lésung zu rotbraunen, in Alka! 
unter Farbvertiefung léslichen und alkali-kochbestandigen Produkten vor 
saurer Natur fiihren, als Melanoidinreaktion zu bezeichnen. 

Diese offensichtlich bestehende Unsicherkeit der Melanoidin- bzw 
Huminsaurechemie mu vorlaufig wohl oder iibel in Kauf genommen 
werden, Die Tatsache, da man aus Carbonylverbindungen, die sich nicht 
von den Kohlenhydraten bzw. deren Spaltprodukt Methylglyoxal ableiten, 
mit Aminoverbindungen den Melanoidinlésungen ahnliche Verfarbunge: 
erhalt, die aber — wie z. B. bei Acetaldehyd, der unter gleichen Bedingunge: 
mit etwa derselben Reaktionsgeschwindigkeit wie das Methylglyoxal mit 
Glykokoll dunkelbraune Verharzungspredukte liefert — nicht die charak 
teristischen Ejigentiimlichkeiten der Huminsauren (Farbvertiefung mit 
Alkali, Fallbarkeit durch Saéuren u.a.) aufweisen, deutet darauf hin, dat 
bei der durch Aminoverbindungen bewirkten Verharzung von Aldehyde: 
verschiedene, aber scheinbar ahnlich aufgebaute Koérper entstehen. Nac! 
unserer jetzigen Kenntnis fiihren jedoch nur die Triosen und Methylglyoxa! 
durch Reaktion mit Aminosaéuren zu Huminsauren. Inwieweit auch ander 
durch Aminoverbindungen erméglichte  ,,Carbonylverharzungen* voi 
natiirlich gebildeten Carbonylkérpern fiir die Huminséurebildung verant 
wortlich zu machen sind, kann erst nach AbschluB weiterer diesbeziigliche: 
Versuche, die noch im Gange sind, entschieden werden. 





Die auf Grund unserer Untersuchungen tiber die Melanoidinbildung 
gewonnene Vorstellung, daB diese Kérperklasse mit Aminoverbindunge) 
iiber einen aus den Zuckern gebildeten Aldehyd als Zwischenprodukt 
entsteht, fand eine weitere Stiitze in dem Befund (12), daB die Melanoidin- 
reaktion in Gegenwart von Dimedon, das mit Zuckern nicht reagiert 
unterbleibt. DaB es sich bei diesem Aldehyd nur um Methylglyoxa 
bzw. seine Vorstufen Glycerinaldehyd und Dioxyaceton handeln kann 








ergibt sich daraus, daB Zucker nicht nur — wie bisher bekannt it ; 
alkalischem Medium, sondern auch bei neutraler und saurer Reaktio: Y 
zu Methylglyoxal aufgespalten sind. Bei der Destillation von wasserigen P 
Zuckerlésungen gehen auch bei Anwendung von kohlensaurefreien : 
Wasser und im Stickstoffstrom unter standiger Abnahme des Zucker- P 
laufend geringe Mengen an Methylglyoxal iiber, die als soleche durch det f 
positiven Ausfall der Jodoformreaktion und der Farbreaktion nac! 4 
Déniges sowie durch ihre Phenylosazone und Dinitrophenylosazon ‘ 
identifiziert wurden. ‘ 

Wie weiter gezeigt werden konnte (13), sind die im Destillat nach d 
weisbaren Methylglyoxalmengen in starkem Mabe von der Wasserstof! 
ionenkonzentration in der Lésung abhangig. Bei px liegt das Minimun ‘ 
der Methylglyoxalbildung. Sie steigt sowohl mit zunehmender Aciditat P 
als auch Alkalitaét stark an. Durch langdauernde volumenkonstant: h 
Destillation lieB sich der gesamte Zucker in Methylglyoxal tiberfiihren P 

Offenbar beruht die Methylglyoxalbildung darauf, daB in de: r 
wasserigen Lésung die Zucker stets in geringen Mengen zu Triose1 s 


aufgespalten werden, welche unter den Bedingungen der Destillatio: 
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in Methylglvoxal tibergehen. Das Vorliegen geringer Mengen der be- 
ziiglich der Melanoidinbildung auBerst reaktionsfahigen Triosen bzw. 
des Methylglvoxals auch in wasserigen Zuckerlésungen bei gewOhnlicher 
Temperatur laBt die zentrale Bedeutung dieser Kérper fiir die Humin- 
siurebildung in der Natur zwanglos verstandlich erscheinen. 

Die Melanoidinreaktion der Kohlenhydrate, also die Huminsiure- 
hildung, erfolgt durch Reaktion der Aminoverbindungen mit den jeweils 
rus den Kohlehydraten abgespaltenen Mengen an Methylglyoral. 

Wahrend die physiologische Bildung von Huminsauren nach Hahn 
und Schales nur aus Methylglvoxal erfolgen soll, vertreten wir den 
Standpunkt, daB nur durch eine Melanoidinreaktion, bei der der Aufbau 
des Huminsauremolekiils unter Mitwirkung von Aminoverbindungen 
erfolgt, die Huminsaurebildung unter biologischen Bedingungen, d. h. 
bei nattirlicher Temperatur und bei natiirlichen px-Werten, méglich ist. 
Es hat sich namlich gezeigt, daB sowohl aus den reaktionsfahigen Pen- 
tosen, noch schneller aber aus Methylglvoxal und Glycerinaldehyd, 
schon bei gewohnlicher Temperatur in wasseriger Lésung bei Gegenwart 
von Aminosauren Melanoidin gebildet wird, waihrend in Abwesenheit 
der Aminosduren keine Reaktion stattfindet. Eine experimentelle 
Nachpriifung der Befunde von Hahn und Schales ergab, dai beim 
Kochen von Methylglvoxal in Lésungen verschiedener Aciditat kein 
Maximum der Humussaurebildung bei px 5,9 besteht. Die Ausbeute 
an Methylglyoxalhuminsaure beim Kochen in Phosphat puffer von py 6,4 
ist tatsachlich gréBer als die bei pu 5.9 und steigt mit zunehmender 
Alkalitat weiter an. Die von Hahn und Schales gezogenen SchluB- 
folgerungen aus dem irrtiimlicherweise festgestellten ..physiologischen 
px-Optimum der Hu- BRS ey ela 
mussaurebildung bei va pass: oe ta 
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erkennen ist, in der die pu-Abhangigkeit der Huminsaurebildung aus 
Methylglyoxal allein und aus Methylglyoxal und Glykokoll wieder. 
gegeben ist. 

Zu den Versuchen wurden aus 37°,iger Salzsaure, 0.5 molaret 
Lésung von sekundirem Natriumcitrat, 0,1 n HCl, 0.1 n NaOH und 
33°,iger NaOH Lésungen folgender Aciditatsgrade hergestellt : 





37 %ige HCl 0,56 n HCl 2,88 py 6,80 py 5° ige NaOH 

20 on ” Ri eee 3,94 ,, 8,94 ,, ae ” 
tee ‘i 1,56 py 5,40 ,, 9,54 ,, Bee os is 
In HCl 1,56 ,, 6,00 ,, ae * 


Zu je 10 ccm Pufferl6bsung wurden 2 ccm einer wasserigen Methy|- 
glvoxallésung (6,8 ¢ Methylglyoxal in 90 eem H,O) und 2 cem einer 
wasserigen Glykokollésung (1,7 g Glykokoll in 90 cem dest. Wasser) 


) 


bzw. 2cem der wasserigen Methylglyoxallésung und 2 ccm Wasser 
zur Aufrechterhaltung der gleichen Konzentration pipettiert. Dic 
Versuchsreihen wurden in verschlossenen Reagensglaisern 5 Stunden 
im siedenden Wasserbad gehalten und hierauf nach Auffiillen auf 
100 ccm mit dest. Wasser die Lichtabsorption im Lange-Kolorimeter 
bestimmt. 

Die Bildung der braunen Farbstoffe bei verschiedenen pu-Werten 
verlauft iiber dieselben Zwischent6nungen. Sowohl die aus Methy!- 
glvoxal als auch die aus Methylglyoxal und Glykokoll gebildeten Farb- 
stoffe weisen die oben als kennzeichnend fiir Melanoidine angefiihrten 
Eigenschaften auf. In Gegenwart von Aminoverbindungen werden 
also offenbar dieselben Verharzungsprodukte des Methylglyoxals ge 
bildet, wie sie ohne Mitwirkung derselben aus Methylglyoxal allein in 
stark alkalischem Medium entstehen. Wie aus den Kurven in Abb. 3 
zu ersehen ist, wird die Huminsaurebildung aus Methylglyoxal allein 
unter den eingehaltenen Bedingungen erst nach Uberschreiten des 
Neutralpunktes deutlich und strebt dann einem Maximum in stark 
alkalischem Gebiet bei px 11 bis 12 zu. Mit noch starkerer Alkalitat 
nimmt sie sehr rasch ab, wahrscheinlich weil erst in diesem pu-Bereich 
die Umwandlung des Methylglyoxals zu Milchsdéure schneller verlauft 
als die Verharzung des Methylglyoxals. Der Kurvenverlauf widerlegt 
einwandfrei die Existenz des von Hahn und Schales vertretenen physio- 
logischen pxu-Optimums der Huminsaurebildung. In Gegenwart einer 
Aminoverbindung im vorliegenden Falle Glykokoll — verlauft dir 
Bildung der Methylglvoxalhuminsaéuren bei den pa-Werten von 1 bis 10) 
schnelleralsohne Aminosduren Die Aminoverbindungen — insbesonder 
Aminosauren beschleunigen also die Verharzung des Methylglyoxals 
Aus der graphischen Darstellung ist zu entnehmen, da sich dieser 
Effekt nach einem gewissen Zeitverlauf als eine starke Verbreiterung 
des pu-Maximums der Huminsaurebildung auswirkt. 
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Durch die Gegenwart der Aminosduren wird die Huminsiurehildung 
aus Methylglyoxal im physiologischen pu- Bereich zwischen put bis 7 
ermoglicht. 

Das Minimum der Huminsaurebildung aus Methylglvoxal liegt 
zwischen pu 2 bis 3, dasjenige der Melanoidinreaktion noch weiter im 
sauren Gebiet, nimlich bei pal. Bei sehr hohen Wasserstoffionen- 
konzentrationen zeigt sich unter den gewahlten Versuchsbedingungen 
sowohl bei den Versuchen mit als ohne Aminosauren eine geringe Gelb- 
braunfarbung, die den oben gestellten Anforderungen einer Humin- 
sdurel6sung ebenfalls entsprechen. Durch die geschilderte Abhangigkeit 
der Humussaurebildung iiber das Zwischenprodukt Methvlglvoxal von 
der Wasserstoffionenkonzentration des Mediums ist aber nicht nur 
die Vorstellung von Hahn und Schales widerlegt und gezeigt, dab 
die Humussaurebildung in der Natur unter physiologischen Bedingungen 
unter Mitwirkung der Aminosauren verlauft, sondern sie klart dariiber 
hinaus die bemerkenswerte Tatsache, da man zu Humussauren bzw. 
humussaureaéhnlichen Substanzen aus Kohlenhydraten ohne Mitwirkung 
von Aminoséiuren sowohl durch Behandlung derselben mit Séuren 
als mit Alkalien gelangt (14). 

Moglicherweise spielt Methvlglyoxal auch bei der Karamelisierung 
der Zucker in einem der Humussiaurebildung ahnlichen Reaktions- 
mechanismus als Zwischenprodukt eine Rolle (15), da es bei der 
Karamelisierung der Starke nachgewiesen wurde (16) und aus Saccharose 
bei 170°C abgespalten wird (17). 

Die in der Huminsaurechemie bisher nicht befriedigend entschiedene 
Stickstoffrage diirfte durch die vorgebrachten Untersuchungen eine 
Beantwortung erfahren: Ohne Mitwirkung von Aminoverbindungen 
kénnen nur unter extremen, z. B. geologischen Bedingungen wie sehr 
hohen Drucken oder hohen Temperaturen, N-freie Humussiuren ge- 
bildet werden, da nur unter diesen Bedingungen die Kohlenhydrate 
zu dem zur Huminsaurebildung befaihigten Methylglyoxal aufgespalten 
werden. Demgema’ werden auch die aus unter geologischen Verhalt- 
nissen entstandenem Material, z. B. Braunkohle, Casseler Braun u. a. 
erhaltenen ,,Huminsiurepraparate“ als N-frei oder N-arm beschrieben. 
Unter physiologischen Bedingungen, also z. B. im Acker- und 
Waldboden, im Komposthaufen, in Hélzern usw., wird das mikrobiell 
aus den Kohlenhydraten abgespaltene Methylglyoxal unter dem_ be- 
schleunigenden Einflu8 der Aminosauren unter 
derselbon in das Huminsaéuremolekiil schon bei gew6hnlicher Tempe- 
ratur zu N-haltigen Huminsauren aufgebaut. 

Die Rolle des Methylglyoxals als Muttersubstanz der Huminsauren 
und des Karamels laBt es bei der unzweifelhaften Verwandtschaft dieser 
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ware falls nicht bereits methylierte Kohlenhydrate als Ausgangs- 
material vorliegen — eine Methylierung durch Formaldehyd  ver- 


antwortlich zu machen. Die Befunde (18), wonach das Lignin erst 
bei seiner Gewinnung aus dem Holz gebildet wird, waren in Uberein- 
stimmung mit den oben ausgesprochenen Vermutungen im Sinne 
Hibberts (19) so zu erkliren, daB im Holz vorhandene, den Kohlen- 
hydraten nahestehende instabile Korper unter den Bedingungen 
der Ligningewinnung tiber Metiylglyoxal als Zwischenprodukt zu 
Lignin kondensiert werden. Méglicherweise spielen bei dieser Konden- 
sation N-haltige Substanzen wie bei der Melanoidinreaktion eine be- 
schleunigende Rolle, denn bei der Ligningewinnung aus Holz bei Gegen- 
wart von N-haltigen Substanzen wird ein Teil des N sehr fest gebunden 
im Lignin gefunden (20). 

Uber die giinstigsten natiirlichen Bedingungen und den Verlauf 
der Huminsaurebildung aus Methylglyoxal und Glykokoll, die sich 
als Aldolkondensation darstellt, tiber die Zusammensetzung der ent- 
sprechend unter verschiedenen Bedingungen erhaltenen Huminsauren 
im Vergleich mit der von natiirlichen sowie hinsichtlich Beteiligung 
der Mikroorganismen an der Bildung und Verharzung des Methv!- 
glyoxals wird demnachst berichtet werden. 


An der Durehfiihrung der Versuche beteiligte sich Frl. Sommer. 
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px-Abhiingigkeit und Gleichgewichtsreaktion 
der Aufspaltung der Zucker zu Methylglyoxal. 
Von 
Curt Enders. 
(Aus der Technischen Hochschule und Wissenschaftlichen Station 
fiir Brauerei, Miinchen.) 
(Eingegangen am 16, April 1942.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Wie kiirzlich (1) mitgeteilt wurde, geht Methylglvyoxal nicht nur 
bei der Destillation alkalischer Lésungen von Glucose und Xylose, 
sondern auch bei neutraler und saurer Reaktion dieser Zuckerl6sungen 
in das Destillat tiber. Auch bei der Destillation saurer Lésungen von 
Maltose, Saccharose und sogar derjenigen von Dextrin und léslicher 
Starke konnte im Destillat Methylglyoxal als 2, 4-Dinitrophenyl- 
Osazon und an dem positiven Ausfall der Jodoformreaktion nach- 
gewiesen werden. 

Die Methylglyoxalbildung findet so lange statt, als Zucker in der 
der Destillation unterworfenen Lésung vorhanden ist. Bei derselben 
Zuckerart gehen in gleichen Zeiten gleiche Methylglvoxalmengen iiber. 
Die Methylglyoxalausbeuten nehmen mit steigenden Zuckerkonzen- 
trationen zu und nahern sich einem Grenzwert, der offenbar von den 
Versuchsbedingungen abhangt. Die jeweils im Destillat nachweisbaren 
Methylglyoxalmengen sind im starken Mae von der Wasserstoffionen- 
konzentration in der Lésung abhangig. 


Tabelle I. Methylglyoxalausbeuten bei volumenkonstanter 


Destillation von l00cem 4°,iger Maltoselésung. 








Mittelwert der Mittelwert der 
Pu bzw. HCl- und H, 8 O,- wae gS pu baw. HCl- und H, S0,4- a 
ler Na O H-Konzentration in 100 ecm oder Na OH-Konzentration in 100cem 
zu Beyginn der Destillation Destillat zu Beginn der Destillation Destillat 
mg mg 
(—1) 37%ige HCl.. 1,2 ee teiidy at's Guess 2,2 
(— 0,6) 20 %ige H,SO, 10,2 Se 1,9 
(— 0,3) 10% ige HCI .. 5,8 ER oie eae 3,3 
(PRIN 0 va ce cue ews 1,6 LCE EEE ETS 2.3 
LPR EOD iw dee one 0,1 (11) 5°%ige NaOH . 6,0 
GE he A wets Sate eh 0,5 (12) 10% ige NaOH . 6,6 
as sas 45 6a Na eae ris bes (13) 20 %ige NaOH . 3,6 
Ts ere Ss eae, Stee ae 2,0 (14) 33 °4ige NaOH . 2.9 
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Die Destillation von jeweils 4g Maltose in 160 cem m 10 Citratputte: 
losung erfolgte durch 2stiindiges Erhitzen im Olbad von 150°C. Dure! 
Zulauf von destilliertem Wasser wurde das Fliissigkeitsvolumen mdéglichs1 
konstant gehalten. Unter diesen Bedingungen betrug die Destillations 
geschwindigkeit 15 bis 30 Tropfen in der Minute. Die erhaltenen Destillat: 
sehwankten zwischen 170 und 240 cem. 

Die quantitative Bestimmung des Methylglyoxals erfolgte jodometrisc! 
in jeweils 50 cem Destillat nach der von Fischler und Boettner (2) verwendeter 
Methode. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte von zwei Destillation- 
versuchen, in denen das Methylglyoxal jeweils wiederum doppelt ermitte!: 

wurde, abziiglich derin Kontrol! 





























mg % -— een f versuchen sorgtaltig bestimmten 

10} ff Blindreduktionswerte. 
NS / ( a Ses se a Bei py 1 liegt ein ausge 
RS 4 pragtes Minimum der Methy!- 
8 6| ] ee & glyoxalbildung. Bei der Desti! 
~t | lation mit HCl-Konzentra 
3 4 eater tionen, die starker als n | 
= ee ig ees I sind, setzte eine sprunghafte 
$ | 8 Se Erhohung der Methylglyoxa! 
a a ae we ae wer ausbeuten ein, die mit 20 °,ige1 
ph H,SO, ihren héchsten Wert 

Abb. 1. 


erreicht. Bei 37° iger HC! 
sind geringere Methylglyoxal- 
mengen im Destillat nachweisbar, offenbar weil bei dieser Wasserstoff 
ionenkonzentration ein betrachtlicher Teil des gebildeten Methylglyoxals 
der Verharzung (,, Huminsaurebildung*) unterliegt, wie aus der starken 
dunkelbraunen Farbung der Zuckerlésung zu entnehmen ist. Mit 
steigender Alkalitat nimmt die Methylglyoxalbildung in geringerem 
MaBe als mit ansteigender Aciditaét zu und erreicht ihren hédchsten 
Wert bei px 11 bis 12. Mit sehr hohen Alkalikonzentrationen konnte 
ein Absinken der Methylglyoxalausbeuten beobachtet werden (3), das 
offenbar darauf zuriickzufiihren ist, daB bei py-Werten iiber 12 die 
Umlagerung des Methylglyoxals zu Milchsdure schneller verlaiuft als 
die Methylglvoxalbildung. 

Die px-Abhangigkeit der Methylglyoxalausbeuten bei der De 
stillation von Maltoselésungen ist am einfachsten zu verstehen, wen: 
man entsprechend der Nefschen Theorie in wasseriger Lésung px -ab- 
hangige Gleichgewichte zwischen dem Zucker und einem Spaltprodukt 
des Zuckers annimmt, das — wahrscheinlich tiber Glycerin 
aldehyd (4) — unter den Bedingungen der Destillation zu Methy!- 
glyoxal umlagert. 


sich 


Entsprechend der Gleichung: 


C)HyOy.4+ H,0 = 8C,H;,0, = 4C,H,0, 
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miiBte dann nach dem Massenwirkungsgesetz fiir die Methylglyoxal- 
ausbeuten bei der Destillation verschieden starker Maltoselésungen die 
Gleichgewichtskonstante : 

wore — (Cyg Hag O44) (H2O) 
“pH 6s (C3 Hg O,)4 


yelten. Um die Giiltigkeit des Massenwirkungsgesetzes zu priifen 
wurden die Methylglyoxalausbeuten bei der Destillation von ver- 
schiedenprozentigen Maltoselésungen, die mit m/10 Citratpuffer auf 
pu 6,8 eingestellt waren, bestimmt. 
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Abb. 2. 


Zur Berechnung der Gleichgewichtskonstanten war es notwendig 


festzustellen, welche Methylglyoxalmengen vor der Destillation also 
in der Maltoselésung vorliegend — unter den eingehaltenen Versuchs- 


bedingungen den jeweils in den Destillaten gefundenen Methylglyoxal- 
mengen entsprechen. Der Zusammenhang ist in Abb. 3 gegeben. 
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Methylg/yaral in 100 ccm Destillat 


i seis: en oe 
Methylg/yoxal in 100 com Losung vor der Destillation 





Abb. 3. 


In Tabelle [I sind die fiir die verschiedenen Maitosekonzentrationen 
erhaltenen Methylglyoxalausbeuten und die ihnen nach der in Abb. 3 
dargestellten Funktion entsprechenden Mengen an Methylglyoxal vor 
der Destillation wiedergegeben. Die Zahlen sind Mittelwerte aus 
mehreren Bestimmungen. Aus den Maltosekonzentrationen (g Liter) 
und den vor der Destillation in den Maltoselésungen vorliegenden 











C. Enders: 


Tabelle II. 





Konzentration Methylglyoxal Methylglyoxal in Methylglyoxal in 100° C 
der Maltoselisung im Destillat. der Maltoselsung det Maltoselésung = 

vor der Destillation Vor der Destillation “pub 8 

g/ Liter mg/100 eem mg/100 cem g Liter 
0,5 0,04 0,32 0,0032 2,01 - 10" 
2 0,18 1,14 0,0114 5,16 «10° 
5 0,29 1,60 0,0160 3,32 - 107 
10 0,35 1,84 0,0184 3,80 - 107 
20 0,34 1,80 0,0180 8,30 - 107 
50 0,54 2,48 0,0248 5,76 107 
100 0,57 2,58 0,0258 9,84 - 107 
150 0,64 2,83 0,0283 10,10 - 107 
200 0,72 3,10 0,0310 9,43 -107 
300 0.84 3,82 0,0382 6,14 - 107 


Methylglyoxalmengen (g/ Liter) wurden die Gleichgewichtskonstanten K, 
nach obiger Gleichung berechnet. 

Die Konstanz fiir K, ist in Anbetracht der Schwierigkeiten, die 
in der Einhaltung gleichmaBiger Versuchsbedingungen und der Stérung 
der jodometrischen Bestimmungen geringer Methylglyoxa!mengen 
durch unvermeidbare anwesende Spuren an organischer Substanz, die 
durch sorgsam durchgefiihrte Kontrollversuche jeweils beriicksichtigt 
werden muBten, erstaunlich gut. Wenn man den fiir die 0,05 °,ige 
Maltoselésung gefundenen Wert fiir Ky, der zweifellos durch die 
Schwierigkeit der quantitativen Bestimmung der auBerordentlich 
veringen Methylglyoxalausbeuten bei diesem Versuch als fehlerhaft 
bezeichnet werden darf, ausscheidet, dann ergibt sich als Mittelwert 
fiir Ky, bei py 6,8 und 169°C = 6,87- 107. 


In gleicher Weise mit Maltose- 





Tabelle III. konzentrationen von 1, 2, 5 und 
10°, in destilliertem Wasser 
Konzentration der s~hoefii » Versuche ero: » 
Sadasebbeane K. durchgefithrte Versuche erga ben 
g/Liter ‘ die Konstanten der Tabelle III. 
ee Durch den Citratpuffer wird 
10 5,3 . 108 aes oe , 
20 27.108 also das Gleichgewicht zugunsten 
- -9 
50 3,7 + 108 der Methylglyoxalbildung ver- 
100 3,8 - 10 schoben. 
Mittelwert: 3,9 - 10° Aus der experimentell be- 
stimmten Gleichgewichtskon- 


stanten, sowie aus der Konstanz der Methylglyoxalbildung bei der 
Destillation von Zuckerlésungen in der Zeiteinheit ist zu schlieBen, daB 
tatsichlich Zucker in wassriger Lésung in einem Gleichgewicht stehen 
zu einem Zuckerspaltprodukt, das unter den Bedingungen der Destillation 
zu Methylglyoxal umgewandelt wird. Die px-Abhangigkeit der Auf- 
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px-Abhangigkeit usw. der Aufspaltung der Zucker zu Methylglyoxal. 3538 
spaltung der Zucker zu Methylglyoxal beruht also wie vermutet 
offenbar auf der Anwesenheit py -abhangiger Gleichgewichte zwischen 
dem Zucker und einem Zuckerspalt produkt. 

Aus der Existenz der Konstanten ist auferdem zu entnehmen, dal 
die Umwandlung dieses ersten Zuckerspaltproduktes sehr rasch erfolgt 
und unabhangig von der Zuckerkonzentration der Lésung ist. Falls 
die Umlagerung zu Methylglyoxal tiber Glycerinaldehyd (5) erfolgt, ist 
die Geschwindigkeit dieser Reaktion fiir wenigstens eine Stufe schon 
aufgezeigt. 

Weder Methylglyoxal noch Glycerinaldehyd und Dioxyaceton 
kénnen nach jetziger Kenntnis iiber das gesamte py -Bereich reversibel 
zur Zuckerbildung fiihren. Es mu} daher angenommen werden, dab 
die Zucker in wasseriger Lésung in einem echten thermodynamischen 
Gleichgewicht mit einem nicht naher bekannten C,-Spaltprodukt 


stehen, das sich irreversibel — besonders unter den Bedingungen der 
Destillation wahrscheinlich tiber Glycerinaldehyd zu Methylglvoxal 
stabilisiert. 


Sowohl die Aufspaltung der Zucker zu Triosen, als auch die Synthese 
der Zucker aus Triosen unter dem EinfluB von Alkalien darf nach vor- 
liegenden Untersuchungen als ein spezieller Fall eines allgemein tiber 
das yesamte pu -Bereich giiltigen Prinzips der reversiblen Umwandlung 
der Zucker in Cs Spaltprodukte angesehen werden. Die Vorstellungen 
von Fischler (6) erfahren hierdurch eine Bestatigung und Erweiterung. 

Das Vorliegen eines echten thermodynamischen Gleichgewichts 
zwischen den Zuckern und einem 3C-Spaltprodukt der Zucker in 
wassrigen Lésungen, das sich offenbar leicht zu Methylglyoxal irre- 
versibel umlagert, erscheint bemerkenswert fiir die Strukturchemie der 
Zucker und verspricht interessante Aufschliisse fiir die Aufklarung 
biochemischer, insbesondere enzymchemischer Vorginge, die von den 
léslichen Kohlenhydraten ausgehen. 

An der Durchfiihrung dieser Arbeit beteiligten sich in dankenswerter 
Weise Fraulein Sommer, Fraulein Weidert und Fraulein Wrede, 

Die Untersuchungen wurden zum Teil mit Unterstiitzung der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt. 
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Mit 4 Abbildungen im Text. 


Bei der Keimung fetthaltiger Samen wird ein Teil dieses Fettes 
in Kohlenhydrate iibergefiihrt. Uber die an diesen Umsetzungen be- 
teiligten Fermente ist kaum etwas bekannt (19, 20). Wir hatten schon 
friiher die Umwandlung der Fette in Kohlenhydrate bei der Keimung 
von Kiirbissamen naher verfolgt (1, 2) und im Anschlu8 an diese Unter- 
suchungen im Rahmen von unver6ffentlichten Versuchen festgestellt, 
daB im Laufe der Keimung der Kiirbissamen nicht wie man etwa 
vermuten kénnte [ Bildung reaktionsfahiger Gruppen, vgl. auch Tangl (3) 
und Berend (4)| eine Zunahme, sondern eine Abnahme der Gesamtzah| 
der vorhandenen Doppelbindungen eintritt. Diese Abnahme erfolgt, 
soweit wir bisher feststellen konnten, genau im selben Ausmaf, in dem 
gleichzeitig die Gesamtfettsiurenmenge abnimmt. 





Dies widerspricht den Angaben von U. Weber (5), nach denen sich 
wahrend der ersten Keimungstage eine Erhéhung der Jodzahl des Kiirbis- 
fettes nachweisen laBt. Diese — vielleicht nur scheinbare — Zunahme 
der Jodzahl kénnte auf verschiedenen Wegen zustande kommen, so zum 
Beispiel durch relative Zunahme der ungesattigten Fettséuren im Kiirbis- 
fett dadurch, daB die gesattigten Fettsaéuren rascher ab- bzw. umgebaut 
werden als die ungesattigten; oder durch Abnahme der gesittigten Fett- 
sauren dadurch, da sie vor Eintritt des tatsachlichen Abbaues in un- 
gesattigte iibergefiihrt werden, die sich etwas anreichern (dieser Ansicht 
neigt U. Weber zu). Diese beiden Méglichkeiten waren mit unseren Versuchs- 
ergebnissen nicht vereinbar, die ja darauf hindeuten, da8B Abnahme der 
Doppelbindungen und Abnahme der Gesamtfettsaéuren mit derselben Ge- 
schwindigkeit erfolgen. Allerdings miissen wir darauf hinweisen, daB die 
seinerzeitigen Gesamtfettsiurebestimmungen nicht so genau waren, dal 
wir diese Behauptung mit voller Sicherheit aufstellen kénnten. 











Unabhangig von derartigen Fragen berichten wir im folgenden 
iiber unsere Versuche zur naheren Kennzeichnung und zur Anreicherung 
jenes Ferments, das in den etiolierten Kiirbiskeimlingen die Absattigung 
der Doppelbindungen bewirkt. 


' Zugleich: ,,Uber Kohlenhydrat-Fett-Umwandlungen in keimenden 
Kiirbissamen III‘; I und II vgl. Jahrb. f. Bot. 82, 123, 1935. — * Staat- 
iche Versuchs- u. Forschungsanstalt fiir Gartenbau in Pillnitz a. d. Elbe. 
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I. Methodik. 


Keimlingsmaterial: Eine gréBere Anzahl gleich gro8e und gleich 
schwere (Torsionswaage') Kiirbissamen wurden jeweils unter unseren 
Normalbedingungen (Dunkelthermostat von 26°C, 6 Stunden Vor- 
quellen in vorgewarmtem dest. Wasser) zum Keimen gebracht: nach 
2 und 3 Tagen wurden alle in der Entwicklung voraneilenden oder 
zurtickbleibenden Keimlinge entfernt. 

Bezugsgrépe: Der einzelne unter den Normalbedingungen herange- 
wachsene Durchschnittskeimling (mindestens 10 Keimlinge je Analyse). 

Fermentbrei: 10 Kirbiskeimlinge werden mit etwas Quarzsand 
und Chloroformwasser in der Porzellanreibschale feinst zerrieben (50 Mi- 
nuten langes kraftiges Zerreiben ist zur Erzielung gleichbleibender und 
vergleichbarer Werte erforderlich!) und mit Chloroformwasser auf 
100 cem aufgefiillt. 

Substrat: Im allgemeinen die in dem Brei aus den Kiirbiskeimlingen 
enthaltenen ungesattigten Verbindungen:; auBerdem reines Natrium- 
oleat, sorbinsaures Kalium und Gallensauren. 

Bestimmung der Doppelbindungen: Eine Extraktion der ungesattigten 
Verbindungen war bei dem meist angewandten natiirlichen Substrat 
nicht zu umgehen und erfolgte im AnschluB an Hinsherg, Holland und 
Brandt (6) wie folgt: 5cem wasserige Probe werden in etwa 30 cem 
warmes Petrolather-Athylalkoholgemisch (1:9 Vol.) eingetragen. Der 
entstehende Niederschlag wird nach gutem Umschiitteln absitzen ge- 
lassen und abfiltriert, zweimal mit dem Lésungsmittel nachgewaschen 
und auf 50 ccm aufgefiillt. Hiervon werden 10 ccm am Wasserbad 
auf etwa 1 ccm eingeengt, der Rest des Lésungsmittels wird mit einem 
warmen Luftstrom weggedunstet. Der Riickstand wird dreimal mit 
insgesamt 2 cem Tetrachlorkohlenstoff (1; 0,5 und 0,5 ccm) extrahiert. 

Dann wird das Brom-(Jod-) Bindungsvermégen der im Tetrachlor- 
kohlenstoffextrakt enthaltenen ungesattigten Stoffe nach der Rupp- 
schen Abanderung des Winklerschen Verfahrens zur Jodzah|bestimmung 
festgestellt (7). Als Bromierungslésung wird eine m 30 K BrO,-Lésung, 
die in je 1000 ccm 200 g KBr enthalt, verwendet. Sie ist dunkel auf- 
zubewahren. Zur Bestimmung des Brom-(Jod-)Bindungsvermégens 
werden die 2cem Tetrachlorkohlenstoff, welche die Probe gelést ent - 
halten, in einem Flaschchen mit gut sitzendem Schliff mit 2 ecm der 
Bromierungslésung, 1 cem etwa 10 °%iger Salzsiure und 1 cem Wasser 
versetzt. Das Reaktionsgemisch bleibt nun 20 Stunden bei Zimmer- 
temperatur im Dunkeln stehen; dann werden 0.03 bis 0.05 ¢ KJ zu- 
gesetzt, das ausgeschiedene Jod wird mit n 20 Thiosulfat titriert. Die 
verwendete Biirette muB die Ablesung von 0,01 cem noch einwandfrei 
gestatten. Ein Blindversuch ist immer mit anzusetzen. 











356 A. Zeller u. F. Maschek: 


Besonders bei der Anwendung reiner Stoffe als Substrat fiir dis 
Fermentwirkung erwies sich eine kleine Abanderung dieses Verfahrens 
als sehr zweckmabig. Die endgiiltige Lésung der Probe (die Extrak- 
tion usw. kann auch hier nicht umgangen werden) erfolgt nicht in 
Tetrachlorkohlenstoff, sondern in 2 cem Alkohol und die Einwirkung 
des Bromierungsgemisches geht unter Lichtabschlu8 im KiihIschrank 
bei etwa 8°C durch nur 2 Stunden vor sich. Die erhaltenen Werte 
stimmen in Vergleichsversuchen auBerordentlich gut iiberein, Unter- 
schiede tibersteigen die unvermeidlichen Titrationsfehler von 0,01 bis 
0,02 com n 20 Thiosulfat nicht. 

Kontrollversuche: Alle Bestimmungen des Jodbindungsvermégens 
wurden mindestens doppelt ausgefiihrt und nur tibereinstimmende 
Titrationsergebnisse wurden verwertet. Auer dieser selbstverstand- 
lichen VorsichtsmaBregel wurden aber alle mitgeteilten Versuche und 
Zahlen durch nochmalige Ausfiithrung mit frisch ausgelegten Keimlingen 
als reproduzierbar erwiesen. Wir stellen dies fest, um zu _ betonen, 
daB unsere Versuche nicht mit Unsicherheiten behaftet sind, die sich 
aus zu groBer Streuung der Parallelversuche oder schlechter Wieder- 
holbarkeit der Versuche ergeben. Die auBerordentlich weitgehende 
GleichmaBigkeit des Verhaltens und der Zusammensetzung unsere! 
Kiirbiskeimlinge ist aus den in der Arbeit an verschiedenen Stellen 
auftauchenden Werten fiir das Jodbindungsvermégen eines Kiirbis- 
keimlings (5 Tage alt), die miteinander sehr gut iibereinstimmen, zu 


ersehen. 


Il. Das Jodbindungsvermégen (JBV.) der Extrakte aus verschieden 
alten Kiirbiskeimlingen. 
Die Untersuchung 0 bis 15 Tage alter etiolierter Kiirbiskeimlings 
ergab die in der folgenden Tabelle I zusammengestellten Zahlen. 


a 


| 
Die ,,Reaktionskonstanten*’ AK sind nach der Formel A = ; log 
a— a 


berechnet. ¢ bedeutet die Zeit in Tagen, @ das JBV. zu Versuchsbeginn, 
x seine Anderung wahrend der Zeit ¢t. Aus K ergeben sich unter der Annahme 
eines dauernd vorhandenen Substratiiberschusses die in der Tabelle an- 
gegebenen relativen Fermentmengen. In einer Spalte der Tabelle fiihren 
wir die relativen Gesamtfettsiuremengen an, die nach den unverdéffent 
lichten Untersuchungen von Fuchs (8) in den verschieden alten Keimlingen 
vorhanden sind. Die Zahlen stammen aus butyrometrischen Gesamt 
Fettsaiurebestimmungen, die in Laugen-Aufschliissen von je 100 Keim. 
lingen ausgefiihrt wurden. Trotz der anscheinend sehr guten Uberein 
stimmung mit den Werten fiir das relative JBV. méchten wir den Zahlen 
kein zu groBes Gewicht beilegen, da sie mit einer nicht sehr genauen Methode 
erhalten wurden. Die Aktivitaten sind nach Euler und Josephson (11) 
berechnet (vgl. auch S. 360) und so wie die Ziffern fiir AK - 10° auf die von 
einem Tag zum anderen stattfindenden Umsetzungen bezogen. (Bei den 
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spater erwaihnten Autolyseversuchen sind diese Zahlen aus den Gesamt 
umsitzen wahrend 7 Tagen berechnet; die aus den Ziffern der Tabelle | 
fiir diese Zeit sich ergebenden Zahlen sind: K - 102 

Das durchschnittliche Trockengewicht eines Keimlings betrug 0,36 


5,20 und Akt. 


9,99. ) 





und anderte sich wihrend der Keimung nicht [vgl. (1), 8. 124— 126} 
Tabelle I. 
om dbindungsvermégen . ; 

Suen Je Durcbchnitakeing | (ge yye RMN ati 
Tage Millimol-Jod % 0, _—— sles 
0 1,51 100 100 ‘ 

i 1,47 97,5 ‘ 1,15 0,12 2,21 
2 1,42 94,0 94 1,66 0,17 3,10 
3 1,34 88,5 2,48 0,25 4,47 
4 1,18 78,1 5,44 0,55 924 
5 1,02 67,4 67 6,55 0,67 9,83 
6 0,81 63,7 ‘ 9,76 1,00 12,60 
7 0,65 43,2 43 9,38 0,96 9,65 
8 0,55 36,4 30 7,40 0,76 6,14 
9 0,47 31,2 ’ 6,70 0,68 4,69 
10 0,41 27,1 30 6,22 0,64 3,73 
11 0,36 23,9 25 5,32 0,54 2,77 
12 0,40 22,4 2,93 0,30 1,35 
13 0,32 21,4 2,07 0,21 0,89 
14 0,31 20,3 2474 0,22 0,89 
15 0,30 19,8 1,13 0,12 0.44 


Aus der Tabelle ergibt sich, daB die starkste Abnahme des JBV. 
vom 5. zum 6. Keimungstag stattfindet und da8 auch wahrend dieser 
Zeit die Fermentaktivitaét am gréBten ist. Diesen Aktivitaétsberg im 
Stoffwechsel der Kiirbiskeimlinge etwa am 5. Keimungstag haben wir 
auch bei den Untersuchungen iiber den Kohlenhydratstoffwechsel 
feststellen kénnen, wo er sich besonders auch im Verlauf der Autolyse 
der verschieden alten Keimlinge deutlich auspragte. Eine Untersuchung 
des JBV. der Autolysate verschieden alter Kiirbiskeimlinge zeigte fiir 
den Fettstoffwechsel ganz ahnliche Verhaltnisse (Tabelle II und Ila). 


Tabelle I. Jodbindungsvermégen (in mg Jod je 1 Durchschnitts 
keimling) in den Autolysaten verschieden alter Kiirbiskeimlinge. 





Keimlingsalter in Tagen 





Autolyse- . : 
cea 1 s 3 4 od 6 
Tage JBV. JBY. JBV. JBV. | JBV. | JBV. 

0 186,5 179,6 169,4 150,4  128,1 102,8 
l 185,1 176,4 166,4 147,0 | 123.1 97,4 
2 183,4 173,9 163,7 143,4 ° 118,0 92,4 
3 182, 1 173,9 161,8 140,9  112,9 88,2 
4 180,8 173,2 160,5 139,0 110.4 88,3 
7 — 172,0 | 158,6 | 137,1 | 109,8 85,2 
10 178,9 171,3 158,6 135.9 109,2 84,5 
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JBV. JBV 
83,1 69,8 
78,4 66,0 
73,1 62,5 
69,8 60,3 
69,5 58,4 
67,3 57,1 
67,3 56,5 


60,5 
56,8 
53.5 
50,8 
49,5 
48,2 
47.6 
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Tabelle Ila. Aktivitaten und Reaktionskonstanten fiir die 
waihrend 7 Tagen in den Autolysaten aus Kiirbiskeimlingen 
vor sich gehenden Anderungen des Jodbindungsvermégens. 





Keimlings- K-102 Aktivitat Keimlings- K-102 Aktivitit 
alter (7 tagige (7 tagige alter (7 tagige (7 tagige 
Tage Autolyse) Autolyse) Tage Autolyse) Autolyse) 

3 0,27 0,48 6 1,16 1,19 
3 0.41 0,69 7 1,31 1,09 
4 0,57 0,86 . 1,25 0,87 
5 0,96 1,23 9 1,39 0,84 





Wahrend einer 7 bis l0tagigen Autolyse geht also, wie Tabellen I 
und IL zeigen, im Autolysat das JBV. um annahernd denselben Betrag 
zuriick, um den es in den weiterwachsenden 


Keimlingen in 24 Stunden abnimmt. Daraus 
XS ergibt sich, daB fiir Fermentuntersuchungen 
/ ~ 





20 - 
™aQ 


| 5 Tage alte Keimlinge das beste Ausgangs. 
| material darstellen: in ihren Autolysaten 


Jod 


10} vA -| gehen die gré8ten Anderungen des JBV. 
| = | vor sich (Abb. 1) und die Fermentaktivitat 
ist darin am gréBten (Tabelle ITa). 





eee. ¢ 6 8 loge 
er Wir haben daher zu allen weiteren Ver. 
ptt ara ne ad ct A suchen 5 Tage alte Kiirbiskeimlinge ver- 
verschieden alter Kiirbiskeimlinge wendet. 
wahrend l0tagiger Autolyse. 
III. Das pa-Optimum der Saturase aus Kiirbiskeimlingen. 

Zur Bestimmung des px-Optimums der Abnahme des JBV. in den 
Autolysaten der Kiirbiskeimlinge verwendeten wir Veronal-Natrium. 
acetatpuffer (9) und gewohnlichen Phosphatpuffer. Boratpuffer erwies 
sich als ungeeignet. Die Versuchsansatze bestanden aus 10 ccm Ferment- 
Substratgemisch (Keimlingsbrei), 5 ccm Puffer und 5 ccm Chloroform. 
wasser und wurden wenigstens am 4. und 7. Tag der Autolyse unter- 
sucht. Zur Aufstellung von Aktivitaéts-px-Kurven nach Michaelis und 
Davidsohn (10) wurde bei einem bestimmten pu jedes Puffers eine 
umfangreichere Reihe durchgefiihrt und daraus die relativen Umsatz- 
geschwindigkeiten bestimmt (Tabellen ITI und Ila sowie IV und IVa). 


Tabelle III. Veronalpuffer. 





—_ Abnahme des Jodbindungsvermégens in mg Jod je 1 Durchschnittskeimling bei py 
ener |}.—_— 





Tage 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 
1 _ _ — - —_ 7,2 — 
2 vi a a3 ‘ 13,2 - 
3 = - — | —_ — 190 | — 
4 3,3 6,9 1A | F628 20,6 23,4 21,6 
5 a sie ll - _ — 26,6 _ 
6 _ — 28,2 _ 


ee aes 4,4 12,6 17,7 23,5 28,5 26,0 
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Tabelle Illa, Veronalpuffer. 





Relative Umsatz- 2 
PH geschwindigkeit PA 
3,0 0,11 7.0 
4,0 0,24 8,0 
5,0 0,36 9,0 
6,0 0,58 





Relative Umsatz- 
geschwindigkeit 


0,83 
1,00 
0,89 


Tabelle IV. Phosphatpuffer. 





Autolysedauer 


Tage 4,9 5,9 
1 1 ite 
2 a 
3 1,2 12,0 
5 ool oad 
7 13,3 17,8 


Tabelle IVa. Phosphatpuffer. 





) Relative Umsatz- ) Relative Umsatz- 
PH geschwindigkeit PH geschwindigkeit 
4,9 0,32 ‘Ge 1,00 
6,9 0,58 8,7 0,92 


Da die relativen Umsatzgeschwindig- 
keiten nach Michaelis und Davidsohn als 
MaB8 fiir die Fermentaktivitat gelten kénnen, 
ergeben sich aus den festgestellten Werten 
die in der Abb. 2 eingezeichneten Punkte, 
die fiir die Saturase aus Kiirbiskeimlingen 
deutlich ein pufferunabhangiges px-Opti- 
mum zwischen etwa 7 bis iiber 8 erkennen 
lassen. 


Abnahme des Jodbindungsvermégens in mg Jod je Durchschnittskeimling bei Pu 


7,2 8,7 
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Abb. 2. Abhangigkeit der 
relativen Umsatz- 
geschwindigkeit von py 
und Puffer. 

@ -@ Veronalpuffer. 
o——o Phosphatpuffer. 


IV. Aktivierungen und Hemmungen der Saturase. 


a) Temperatureinflup. 


Den Einflu8 der Temperatur auf die Saturase aus Kiirbiskeimlingen 
haben wir dadurch untersucht, daB wir Ferment-Substratproben 
durch 10 Minuten auf verschiedene Temperaturen zwischen 45 und 90° C 
erwarmten, dann rasch auf Zimmertemperatur abkiihlten und den Wert 
des JBV. sofort und nach 7tagiger Autolyse bei 37° bestimmten. Aus 
den erhaltenen Werten berechneten wir unter der Annahme gleich- 


24* 
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bleibender Ferment mengen die Aktivitaten nach Euler und Josephson (11 
zu Akt. = k - Substratmenge 
’ l Anfangskonzentrat ion 
k = Reaktionskonstante = — log ———- : 
t Endkonzentration 

und die Aktivitétsinderungen in Prozent der bei den Kontrollver 
suchen mit unbehandeltem Ferment gefundenen Aktivititen. Dic 
Ergebnisse sind in Tabelle V zusammengefaBt. 


Tabelle V. TemperatureinfluB auf die Saturase aus Kiirbis- 
keimlingen. 











JBV. zu Ver- JBV. nach Aktivitits- 
Temperatur roomy ’ tigiger Aktivitit pe wc 
oC Keimling) Autolyse o. | 
20 136,4 112,3 1,68 ae 
45 136,4 98,9 2,72 + 61,9 
50 136,4 95,8 2,99 +- 78,0 
55 136,4 95,2 3,04 + 81,0 
60 112,9 92,6 1,39 17.3 
65 111,0 100.9 0,66 60,8 
70 108,5 101,5 0,45 — 73,2 
vii) 95,8 91,4 0,28 — 83,3 
80 94.5 90,7 0,24 85,7 
90 94,5 92,0 0,16 90.5 
> ] Es ergibt sich also eine ganz betracht 


liche Aktivierung der Saturase um etwa 
80 °% bei 10 Minuten dauernder Erwarmung 
auf 55°C. Die Abb. 3 zeigt deutlich, wie 
scharf das Temperaturoptimum bei 55° ist 
bei nur ganz wenig hdherer Temperatur 
setzt ein fast senkrechter Abfall der Akti 
vierung ein und bei Temperaturen von 
etwa 58° diirfte gerade weder Aktivierung 
noch Hemmung in Erscheinung treten 
—™ Die Tétungstemperatur des Ferments [bei 

10 Minuten dauernder Einwirkung aller 
dings, und nicht wie meist angegeben be: 
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Abb. 3. Aktivititsinderung der 


Saturase unter dem Einflu8 ver- 1 Stunde Einwirkungszeit ; vgl. (12), 8.87 
j ener Te Ts > 0 Min. . . : 
alent See ee ergibt sich aus der graphischen Darstellung 


Einwirkungsdauer). 








zu etwa 635°C. 

Die gefundene Temperaturaktivierung ist sehr auffallend. Fiu 
ein ahnliches Verhalten von Fermenten finden sich im Schrifttum nur 
wenige Angaben. Euler und Lindstal (13) fanden eine nur schwe! 
reproduzierbare Warmeaktivierung der Saccharase und Euler und 
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Blix (14) sowie Euler und Borgenstamm (15) fanden Warmeaktivierungen 
von Katalase, die aber z. T. als durch sekundare Erscheinungen (Himo- 
lvse) bedingt erkannt wurden. 

Allerdings lieBen die meisten Untersucher die héhere Temperatur 
wesentlich langer als 10 Minuten auf die Fermentlésung einwirken. 
Wir hatten die Dauer der Temperatureinwirkung zunachst willkiirlich 
mit 10 Minuten bemessen; die unten aufgefiihrten Versuche (Tabelle V1) 
zeigten uns dann, daB die starkste Aktivierung nur bei 10 Minuten 
dauerndem Erwarmen auf 55° zu erzielen ist; 40 Minuten Erwarmung 
aktiviert kaum mehr und 60 Minuten hemmt schon deutlich. Hatten 
wir also von vornherein mit langeren Einwirkungszeiten gearbeitet, 
dann hatten wir die auffallige Temperaturaktivierung wahrscheinlich 
iibersehen. Vielleicht lieBe sich auch bei anderen Fermenten durch 
kurzdauernde Einwirkung héherer Temperatur eine sonst nicht erreich- 
bare Aktivierung erzielen. 


Tabelle VI. Zeitabhangigkeit der Saturase-Aktivierung bei 55°C. 





Jaue e em- ; % Fi y. ac Aktivitats- 
Re Bad irk ane J nah el Ttlglowt Aktivitiit pec 
: Te Autolyse 
Min. % 
0 133,3 109,8 1,60 
5 133,3 99,6 2,41 +. 50,5 
10 133,3 95,2 2,97 + 85,4 
20 133,3 97,1 2,62 L. 63,6 
40 133,3 104,7 1,99 + 24,3 
80 129,5 114,2 1,01 36,8 


Hingewiesen sei auch auf die auffallige Tatsache, daB beim 10 Mi- 
nuten langen Erwarmen des Ferment-Substratgemisches auf Tem- 
peraturen tiber 55° eine ziemlich starke Abnahme der Zahl der vor- 
handenen Doppelbindungen eintritt -— wohl auch infolge der durch 
die héhere Temperatur stark beschleunigten Fermentwirkung. Bei 80° 
scheint dieser Vorgang durch die gleichzeitig eintretende Ferment- 
zerst6rung zu einem gewissen Héhepunkt und AbschluB zu kommen, 
da sich der nach 10 Minuten erreichte Wert des JBV. nicht von dem 
unterscheidet, der bei 90° in der gleichen Zeit erreicht wird. Bei 55° 
macht sich erst bei Einwirkungszeiten von iiber 40 Minuten diese Ab- 
nahme des JBV. bemerkbar. 


bh) Kationen- und Anionenwirkungen. 
Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Kationen und 
Anionen auf die Wirksamkeit der Saturase aus den Kiirbiskeimlingen 
wurden die folgenden Versuche ausgefiihrt. 
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Je Versuchsansatz wurden verwendet: 

10 ccm Substrat-Fermentgemisch (entsprechend | Keimling), 

5cem Phosphatpuffer vom px 7,2, 
1—5eccem Salzlésung (je nach der zu erreichenden Endkonzentration ver- 

schieden), 

0—4cem Chloroformwasser. 
Das Endvolumen betrug also 20 cem; die Ansitze wurden 7 Tage bei 37° 
gehalten und dann untersucht. 


1. Manganchlorid (Tabelle VII). 


Tabelle VII. Der Einflu8 von Manganchlorid auf die Aktivitat 
der Saturase. 





Mn Cl,-Gehalt TBV. wana: . owe Aktivitiats- 
cceeliieniie adden i. ae Aktivitat pong 
0 130,1 104,1 1,80 ~ 

10-5 mol. 130,1 100,3 2,10 + 16,7 
ee 130,1 90,1 2,97 + 65,0 
i 130,1 101,5 2,00 + 11,1 
ida 130,1 120,6 0,61 66,1 
ie aaa 130,1 128,2 0,12 — 93,3 


Manganchlorid bewirkt also in Konzentrationen von 10-3 bis 
10-5 mol. eine deutliche Aktivierung der Saturase, die ihren Héchstwert 
bei etwa 10-4 mol. mit einer Steigerung der Aktivitaét um 65%, hat. 
Konzentrationen tiber 10-3 hemmen; diese Hemmung ist bei einer 
Konzentration von 10-1! mol. fast vollstandig. 

2. Calciumchlorid. Im Zusammenhang mit der oft festgestellten 
Aktivierung von Lipasen durch Calciumsalze [vgl. (16) und (17)] war 
es interessant, das Verhalten der Saturase gegen Ca-Salze zu verfolgen. 
Hierbei ergab sich, daB CaCl, eine sehr ausgeprigte Hemmung auf 
die Wirkung der Saturase ausiibt (Tabelle VIII). 


Tabelle VIIT. Der EinfluB von Calciumchlorid auf die Aktivitat 
der Saturase. 





Ca Cly-Gehalt ae V. 4 Aktivitits- 
— Lal inns aide : WP Tagen Aktivitat eg 
0 130,1 104,1 1,80 -- 
10-° mol. 130,1 104,6 1,78 — 1,1 
1O-* 130,1 107,3 1,56 — 13,3 
cr 130,1 112,3 1,19 — 33,9 
st ar 130,1 119,5 0,69 — 61,7 
Fe a 130,1 129,5 0,04 — 97,8 


Die Hemmung ist also bei einer CaCl,-Konzentration von m/l() 
praktisch vollstandig und bei m/100000 eben an der Grenze der Nach 
weisbarkeit. DaB es sich bei der Hemmung durch die héheren Konzen- 
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trationen nicht um eine Chlorid- oder unspezifische Salzwirkung handelt, 
ergibt sich einerseits aus den mit den MnCl,-Lésungen erhaltenen 
Werten und andererseits aus den folgenden Ziffern fiir die Aktivitaten 
nach Zusatz von MgSQy. 


3. Magnesiumsul fat. 


Tabelle 1X. Der Einflu8 von MgSO, auf die Aktivitat der Saturase. 





Mg S 0,-Gehalt a fi - eet Aktivitats- 
Se ey pice ro : Tagen Aktivitat ” — 
0 131,3 105,9 1,74 — 
10-° mol. 131,3 105,9 1,74 + 0 
ei 131,3 101,1 2,07 +. 19,0 
mS 4 131,3 105,9 1,74 + 0 
UL lll 131,3 104,7 1,83 + 65,2 
if, 131,é 105,3 1,78 +- 2,3 


Wahrscheinlich diirfte leider bei den Versuchen mit Magnesium- 
sulfat irgendein Versuchsfehler unterlaufen sein, der den merkwiirdigen 
Wert fiir 10-4 mol. MgSO,-Lésung verursachte. Es war aber nicht 
mehr festzustellen, ob der Versuch mit der 10-¢ mol. oder jener 
mit der 10-3 mol. Lésung falsch sein diirfte. Wir beschrinken uns 
daher auf die Feststellung, daB ein wesentlicher EinfluB des MgSO, 
nicht festgestellt wurde und daB auch héhere Salzkonzentrationen bis 
0,1 mol. keine starkere unspezifische Salzwirkung zeigen. 

4. Kupfersulfat. Kin kleiner orientierender Versuch mit CuSO, 
zeigte, daB schon in Konzentrationen von 10-5 und 10-4 mol. eine 
deutliche Hemmung der Saturasewirkung eintritt; in der 10-4 mol. 
Lésung ist die Aktivitat der Saturase auf die Halfte herabgesetzt 
(Tabelle X). 


Tabelle X. Der EinfluB von CuSO, auf die Saturase-Aktivitat. 





CuSO,-Gehalt say ou Ver- sie ‘a Aktivitits- 
Vneinedane suchsbeginn nach 7 Tagen Aktivitit — 
0 132,6 106,9 1,77 — 
10-5 mol. 132,6 111.0 1,46 11,9 
i a adit 132,6 119,5 0,86 — 51.4 


). Kaliumcyanid. Die Beeinflussung einer Fermentwirkung durch 
Cyan la8t in vielen Fallen einen SchluB darauf zu, ob in dem betreffenden 
Ferment eine schwermetallhaltige Wirkgruppe enthalten ist oder nicht. 
Die Cyanempfindlichkeit der schwermetalihaltigen Fermente ist meist 
sehr groB. Katalase wird schon durch 10-6 Mol Cyan vollstandig ge- 
hemmt (18). Das Verhalten unserer Saturase gegen Cyan ist nicht 
einheitlich: ganz geringe Konzentrationen von 10-5 mol. bewirken 
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eine schwache Aktivierung, h6here Konzentrationen hemmen sehr stark, 
wobei aber der Bereich der unvolistaindigen Hemmung gut 2 Zehner- 
potenzen umfaBt. Von Konzentrationen ab etwa 10-2 mol. ist die 
Hemmung vollstandig. Aus diesem Verhalten wird man — zumal 
im Zusammenhang mit der gefundenen Aktivierung durch Mangan 
nur schlieBen kénnen, daB an der Wirkung der Saturase ein Schwer- 
metall beteiligt ist, daB es aber wahrscheinlich (weil erst verhaltnismaBig 
hohe Cyankonzentrationen vollstandig hemmen) nicht einziger oder 
Hauptbestandteil der Wirkgruppe sein diirfte. 


Tabelle XI. Der EinfluB von KCN auf die Aktivitat der Saturase. 





KCN-Gehalt spy. au Ver- BV. sid a 
Pre. Skat canesian wt Tagen Aktivitat _— 
0 131,3 106,0 1,74 — 
10-5 mol. 131,3 103,4 1,95 + 12,1 
1G7*. «4, 131,3 116,1 1,00 — 42,5 
1e74- .,. 131,3 126,9 0,28 - §83,9 
eae 131,3 | 131,3 0 — 100.0 
i 131,3 | 131,3 0 100.0 


V. Die Wirkung der Saturase auf Sorbinsiure und Olsiure; der Einflu8 
von Gallenséuren. 

Die im folgenden angefiihrten Versuche hatten nach AbschluB jener, 
iiber die im Abschnitt VI berichtet wird, mit gereinigter Fermentlésung 
wiederholt werden sollen. Da dies aber durch die Zeitumstande nicht méglich 
war, seien sie wenigstens als Vorversuche gewertet und kurz mitgeteilt. 

Die Versuchsansatze fiir die Priifung der Wirkung der Saturase 
auf Sorbinséure und Olsaéure bestanden aus je 20 cem Filiissigkeit 
folgender Zusammensetzung : 

'10cem Fermentlésung (1 Keimling, 5 Tage alt, in Chloroformwasser) ; 
5ecem Phosphatpuffer, pq 7,2; 10—acem Lésung von Natriumoleat bzw. 
sorbinsaurem Kalium (hergestellt durch Auflésen von Sorbinséure in eine1 
entsprechenden Menge KOH) und acem Chloroformwasser. In Parallel- 
versuchen wurden die Eigenhydrierung und der Blindwert der Ferment- 
losung festgestellt. 

Vorversuche hatten gezeigt, daB das JBV. der Sorbinséure und der 
Olsiure in unseren Versuchen gut zu ihrer Bestimmung verwendet 
werden kann. Im iiberpriiften Bereich von 2 bis 15 mg Sorbinsaure 
entsprach 1 mg Sorbinséure einem Jodverbrauch von 2,937 mg ; zwischen 
2 und 40 mg Natriumoleat entsprach 1 mg Oleat 0,647 mg Jod. 

a) Sorbinsiure. Die Umsitze in den Versuchen wurden nach 
2- und 7tagigem Stehen bei 37° bestimmt. Die Endkonzentration der 
Sorbinsaure war 0,01 bis 0,0625 mol. und es zeigte sich, daB die um- 
gesetzten Mengen (in % der vorhandenen) nach 2 Tagen bei einer 
Konzentration von 0,025 mol. und nach 7 Tagen bei einer Konzen 
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tration von 0,03 mol. Héchstwerte erreichten, die mit steigender 
Konzentration sehr stark abnahmen. (Abb. 4.) 

bh) Olstiure. Verwendet wurde Na-Oleat in Konzentrationen von 
0,76 - 10-2 bis 7,6-10-2 mol. Auch die geringste der verwendeten 
Konzentrationen lag schon im Bereich der abnehmenden relativen 
Umsatze. Die Bestimmungen erfolgten auch hier nach 2 und 7 Tagen 
(Tabelle XLL). 

c) Gallensduren. Einige Versuche tiber den EinfluB von Gallen- 
sduren auf die Saturasewirkung, die wir mit Natriumglykocholat und 
Desoxycholsaure ausfiihrten, zeigten, das diese beiden Stoffe in Konzen- 
trationen von 0,01 bis 0,02 mol. eine Steigerung der Fermentwirkung 
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Abb. 4. Konzentrationsabhingigkeit der Sorbinsiureabsaittigung nach 2 und 7 Tagen 


um etwa 30% bewirken. Héhere Konzentrationen (etwa 0,05 mol.) 
hemmen die Absattigung der Doppelbindungen deutlich. Da wir nicht 
wissen, wie rein unsere Gallensdurepraparate waren (sie enthielten 
deutliche Mengen ungesattigter Stoffe), sei bei der Erwahnung dieser 
Versuche nur darauf hingewiesen, daB ahnliche Versuche mit reinen 
Stoffen vielleicht klaren kénnten, ob die Léslichmachung von Fetten 
und Fettsduren, die durch die Gallenséuren bewirkt wird, bei der 
fermentativen Hydrierung der ungesattigten Fettsauren eine Rolle spielt. 

Festgehalten sei, daB durch diese Versuche gezeigt werden konnte, 
daB die Spezifitat unserer Saturase nicht so groB ist, daB nicht die 
kristalloid geléste Sorbinsaure und die kolloidal geléste Olsaure in gleicher 
Weise als Substrat dienen kénnten. 


Tabelle XIT. Wirkung der Saturase auf Natriumoleat. 








Abnahme des Jodbindungsve rmdgens 


Na-Oleat- onal 2 Tenn nach 7 Tagen 





konzentration 
mg Jod % ing Jod % 
0,76- 10-2 mol. 7,02 23,5 12,70 42,4 
1 AD a a 9,44 16,2 17,13 29,8 
2G. «10-2... ,, 7,21 6,1 13,96 11,8 
45.-10°% , 3,95 Zo 6,98 3,9 
Gr. 1077 0 0 0 0 


te ~10* -,, 0 0 0 0 
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VI. Reinigung und Anreicherung der Saturase. 
a) Vorversuche. 

Zur Entscheidung der Frage, ob die Saturase als Lyo- oder Desmo- 
enzym vorliegt, wurden mit Quarzsand und Chloroformwasser feinst 
zerriebene Kiirbiskeimlinge mit etwa 3000 Umdr./Min. durch 15 Mi- 
nuten zentrifugiert. Es bildeten sich drei Schichten: die leichteste 
davon war eine rahmartige Fettemulsion, die zweite eine wasserige 
Mittelschicht und in einer festen Schicht sammelten sich am Boden 
des Zentrifugenglases die ungelésten schweren Bestandteile des Keim- 
lingsbreies. Die drei Schichten wurden getrennt, jede mit Chloroform. 
wasser auf 50 ccm aufgefiillt und mit je 5 ccm dieser Lésung bestimmt. 
welche Abnahme des JBV. bei px 7,2 in einer 0,035 mol. Sorbinsiure- 
lésung in 7 Tagen bei 37° bewirkt wird. Die erhaltenen Zahlen waren: 





Abnahme des JBY. 


Schicht in mg Jod 
i EE oe en ere? ude 4,3 
Re RRs Te 38.9 
MOOD: tinea 554i eb oes ees 2,7 


Die Saturase befand sich also gelést in der wasserigen Mittelschicht. 


b) Extraktionsversuche. 

Als Ausgangsmaterial dienten wieder 5 Tage alte etiolierte Kiirbis- 
keimlinge, die im Vakuum bei 30 bis 40° méglichst rasch getrocknet 
wurden. Dann wurden sie mit Quarzsand zu einem feinen Pulver 
zerrieben, das 2 Stunden bei Zimmertemperatur extrahiert wurde. 
Nach der Extraktion wurde zentrifugiert, auf der Zentrifuge gewaschen 
und, wenn notig und méglich, durch Dariiberleiten eines angewarmten 
Luftstromes eingeengt. Die Wirksamkeit der Extrakte wurde in 20 ccm 
Lésung folgender Zusammensetzung festgestellt : 

5eem Enzymextrakt, entsprechend 5 Keimlingen; 5cem Phosphat- 
puffer, pu 7,2; 5ccm Na-Oleatlésung, enthaltend 92mg Natriumoleat ; 


5 cem Chloroformwasser. Die Proben wurden 7 Tage bei 37° gehalten und 
dann untersucht. In Parallelproben wurde das JBV. der substratfreien 


Ansitze und seine Anderung wahrend der 7 Tage festgestellt; dies wurde 
bei Berechnung der Ergebnisse beriicksichtigt. Au®Ber dem Bruchteil de- 
Substrats, der abgesattigt wurde, wurden auch Reaktionskonstante K-10) 


und Aktivitat berechnet (vgl. S. 356 und 360). Tabelle XTII. 


Tabelle XITI. Léslichkeit der Saturase. 








Abnahme des JBV. 


Extraktionsmittel nach 7 Tagen K + 102 Aktivitat 
Destilliertes Wasser ........ 42,2 8,40 2,04 
VOI ing ko 0s Kb sa as 03 29,5 2,17 1,30 
Phosphatpuffer, py 7,2 ..... 27,4 1,99 1,19 


n/40 Ammoniak ........... 65,4 6,59 3,96 
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Da der sonst oft so brauchbare Glycerinauszug verhaltnismaBig 
schlecht abschnitt, wurde der Versuch mit einer Extraktionsdauer 
von 6 Stunden wiederholt. Die Werte anderten sich auf 2,56 fiir K - 102 
und auf 33,75° Absattigung des Oleats, also nicht so stark, daB eine 
weitere Verfolgung dieses Weges versprochen hatte, den sehr guten 
Werten, die wir mit n 40 NH, erhalten hatten, nahezukommen. Hier 
war ja K - 102 schon wesentlich gréBer als in gewéhnlichen 7tagigen 
Autolysaten der 5 Tage alten Kiirbiskeimlinge, wo die vergleichbaren 
Werte meist kaum um 1,0 herum liegen. Die Aktivitat ist sogar reichlich 
dreimal so groB wie dort. 

In weiteren Versuchen wurden die getrockneten, mit Quarzsand 
zerriebenen Keimlinge vor der weiteren Aufarbeitung mit Aceton und 
Ather entfettet. Der mit n/40 NH, erhaltene Auszug wurde nach dem 
Zentrifugieren mit Alkohol gefallt. Der entstandene Niederschlag wurde 
abfiltriert, mit Alkohol gewaschen, getrocknet und teils mit Wasser, 
teils mit n/40 NH, extrahiert. Die Wirksamkeit der erhaltenen Ex- 
trakte wurde wie gewohnlich, aber mit der doppelten Oleatmenge 
als Substrat bestimmt (doppelte Substratkonzentration). Hierbei fanden 
wir die in Tabelle XIV angegebenen Zahlen. 


Tabelle XIV. Saturase-Wirksamkeit von Extrakten aus ent- 
fetteten Kiirbiskeimlingen. 





Abnahme des JBV. 


Extraktionsmittel nach 7 Tagen K - 102 Aktivitat 
Destilliertes Wasser ................. 14 0,92 1,13 
SEIMEI 3c siatate es ticbre Sich wach say's bin's 57 5,23 6,30 
n/40 NH, mit 10-4 mol. Manganchlorid 63 6,22 7,49 


Diese Ziffern erreichen fast schon die auf S. 357 fiir die Umsitze 
in lebenden Keimlingen angefiihrten Werte und tibertreffen weit die auf 
S. 358 und 362 fiir die Autolysate mitgeteilten Zahlen. Hingewiesen 
sei darauf, daB der ManganeinfluB durch die Reinigung ganz wesent lich 
geringer wurde. Dies zeigte sich auch bei den weiteren Versuchen 
immer wieder. 

Eine noch weitergehende Steigerung der Aktivitaét und Erhéhung 
der Umsitze lieB sich auf zwei Wegen erreichen. 100 cem eines am- 
moniakalischen (n/40) Extraktes aus entfetteten Keimlingen wurden 
mit 60 cem n,10 Essigsaure gefallt und filtriert. Der Niederschlag 
wurde getrocknet und in verdiinntem NH, gelést. Die mit Essigsaure 
neutralisierte Lésung lieferte bei der Auswertung die Zahlen der Ta- 
belle XV. 

Noch héhere Werte erzielten wir mit Hilfe einer fraktionierten 
Ammonsulfatfallung. Hierfiir wurde ein Brei aus frischen, 5 Tage 
alten Kiirbiskeimlingen bei 3000 Umdr. Min. zentrifugiert und die 
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Tabelle XV. Aus NH,-Extrakt gefallte Saturase. 





Abnahme des JBV. 


nach 7 Tagen K- 102 Aktivitat 
Neutralisierte Lésung in NH, ....... 60 5,71 6,87 
Neutralisierte Lésung in NH, mit 
Pe NN ONG aa sic oe iveiaee pos oor 68 7,06 8,50 


gelbgriine Mittelschicht mit steigenden Mengen festen Ammonsulfats 
versetzt. Die bei 0,3, bei 0,5, bei 0,85 und bei vollstandiger Sattigung 
ausfallenden Niederschlage wurden abgetrennt, in Wasser suspendiert 
und 24 Stunden gegen dest. Wasser dialysiert. Die Wirksamkeits- 
bestimmung der einzelnen Fraktionen ergab die Zahlen der Tabelle XVI. 

Die Hauptfraktion des Ferments befindet sich also im Nieder- 
schlag, der zwischen 0,5 und 0,85 Ammonsulfatsaéttigung entsteht. 
Die mit diesem Fermentpraparat erzielten Umsatze und die dabei 
auftretenden Reaktionskonstanten sind wesentlich gréBer als die 
Zahlen, die man erhalt, wenn man den Berechnungen die Werte zugrunde 
legt, die man fiir die Umsatze in den ersten 7 Tagen der Keimung der 


Tabelle XVI. Ammonsulfatfallung der Saturase. 





Abnahme des JBV. 


Ammonsulfatsattigung nach 7 Tagen K-102 Aktivitit 
0 —0,3 0,8 0,05 0,06 
0,3 —0,5 11,6 0,77 0,93 
0,5 0,85 71,8 7,84 9,44 
0,85—1,0 7,6 0,65 0,78 

Lebende Keimlinge 56,8 5,2 9,99 


Kiirbiskeimlinge erhalt. Diese Zahlen sind am SchluB der Tabelle XVI 
hinzugefiigt. Das bei den Versuchen als Substrat verwendete Natrium- 
oleat biiBte wahrend der 7 Versuchstage sein Jodbindungsvermégen 
zu iiber 70 °%, ein; eine Untersuchung der neu entstehenden Stoffe wurde 
nicht ausgefiihrt. 

Zusammenfassung. 


1. Die Abnahme der Zahl der Doppelbindungen in etiolierten 
Kiirbiskeimlingen wird durch ein Ferment (Saturase) bewirkt, das 
am 5. Keimungstag einen Héchstwert erreicht. 

2. Die Wirksamkeit dieser Saturase [aBt sich durch kurzes Er- 
wirmen auf 55°C um etwa 80%, steigern. [hr px-Optimum erstreckt 
sich von etwa 7 bis tiber 8. MnCl, aktiviert in kleinen Konzentrationen, 
in staérkeren hemmt es; CuSO, hemmt stark; CaCl, hemmt schon in 
Konzentrationen von 10-° mol., bei n/10 ist die Hemmung fast voll- 
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standig; MgSO, zeigt keine deutliche Wirkung; KCN aktiviert in einer 
Konzentration von 10-5 mol. etwas, héhere Konzentrationen hemmen, 
ab 10-2 mol. ist die Hemmung vollstandig. 

3. Die Spezifitat der Saturase aus den Kiirbiskeimlingen ist sehr 
gering: als Substrat kann auBer dem Kiirbisfett vor allem Natriumoleat 
oder sorbinsaures Kalium dienen. 

4. Aus trockenen, zweckmaBigerweise entfetteten Keimlingen 
laBt sich die Saturase am besten mit n/40 NH, herauslésen. Aus dieser 
Lésung kann sie zur Reinigung mit verdiinnter Essigsaure abgeschieden 
werden. Aus der wasserigen Schicht des zentrifugierten Breies frischer 
Keimlinge fallt die Hauptmenge der Saturase bei einem Ammonsulfat - 
gehalt von 0,5 bis 0,85 der vollstaéndigen Sattigung aus. Es lieBen sich 
Praparate darstellen, die in 7 Tagen bei 37° C mehr als 2, des als Substrat 
gebotenen Natriumoleats absattigten. 
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Zur Kenntnis 
normaler und pathologischer Serumeiwei&korper. 
Studien im Ultraviolett. 


Von 


W. Hurka, Graz. 
(Aus der ersten medizinischen Klinik und dem ersten chemischen Institut 
der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 13. Marz 1942.) 


Mit 12 Abbildungen im Text. 


An Hand des groBen in der Literatur festgelegten Materials, meist 
Labilitatsreaktionen [Ruszniack (1), Berger (2), Petschacher (3), Neuw- 
schloss (4), Hafner (5), Spiro (6) u.a.}, lieB sich bis vor nicht allzu langer 
Zeit noch immer keine Entscheidung treffen, ob es pathologische Eiweif. 
kérper tiberhaupt gibt * und die gefundenen pathologischen Reaktionen 
ihre Ursachen nicht in quantitativen Unterschieden des Verhaltnisses 
Albumin zu Globulin haben: Noch weniger wuBte man daher Sicheres 
iiber die Anderungen im Aufbau und in der Reaktionsweise patho- 
logischer Serumproteine oder iiber die Zusammenhange damit und 
bestimmten erkrankten Organen oder Erkrankungsweisen. Erst durch 
die Ergebnisse von Mc. Farlane (7), J.Glass (8), Fuchs, Kaunitz und 
Lerch (9), Eirich und Sinnreich (10) u.a. konnte sehr wahrscheinlich 
gemacht werden, da bei schweren Erkrankungen, insbesondere der 
Leber, qualitative Veranderungen an den Serumalbuminen, wie Serum 
globulinen auftreten. Welcher Art diese sind, dariiber konnten aller 
dings auch nur geringe Anhaltspunkte gewonnen werden. 


Eirich und Sinnreich untersuchten in Hinblick auf die Fallungs- 
reaktion das Verhalten normaler und pathologischer menschliche! 
Seren u.a. an Hand von potentiometrischen, konduktometrischen und 
viskosimetrischen Titrationen und fanden merkliche Unterschiede in 
der Sauren- und Laugenbindung, damit im Zusammenhang im Gang 
der Viskositaten und als besonders auffallig, in vielen pathologischen 
Fallen eine erheblich gesteigerte Denaturierbarkeit durch Saure. Es 
erschien aufschluBreich, diese Ergebnisse mit denen der Ultraviolett- 
absorption zu kombinieren, d.h. an einer Reihe von Seren sowohl die 
von Eirich und Sinnreich angewendeten Methoden, wie auch Absorptions- 
messungen im Ultraviolett vorzunehmen. 


* Mit Ausnahme des Bence-Jones-K6rpers. 
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Ich habe etwa 40 der von Zirich und Sinnreich untersuchten Falle 
vleichzeitig (das ist aus demselben Serum) hinsichtlich ihrer Ultraviolett - 
Absorption bearbeitet. An weiteren 90 Fallen habe ich lediglich 
optisches Material gesammelt, um damit einen besseren Uberblick tiber 
die vorkommenden Lagen und Formen der Absorptionskurven auch 
hinsichtlich verschiedener Erkrankungen zu erhalten. Acht Fille 
wurden zuletzt bei je drei verschiedenen Aciditéten aufgenommen, um 
einen vorlaufigen Einblick in die bei einer py-Variation herrschenden 
Verhaltnisse zu erhalten, was bisher noch nicht versucht worden ist. 


Durch diesen Arbeitsplan war bereits die Arbeitsweise in groBen 
Ziigen festgelegt. Im einzelnen kamen mir die Arbeiten von Fuchs und 
Mitarbeitern sehr zugute. So ergaben dieselben eine einwandfreie Be- 
stétigung des schon 6fter in der Literatur angegebenen Befundes 
[J. Lewis (11), Vlés und Prager (12), Roche und Dubouloz (13), Lecomte 
de Noiy (14) und andere] einer weitgehenden Konstanz der Serum- 
absorption. Pathologische Unterschiede waren daher hauptsichlich bei 
der Betrachtung der Fraktionen zu erwarten und dabei bereits gefunden 
worden. Ferner gehéren zu den von mir iitbernommenen, von Fuchs 
und Mitarbeitern gesicherten Grundlagen, die Giiltigkeit des Beerschen 
Gesetzes und die Unschadlichkeit kurzdauernder UV.-Bestrahlungen. 
Ferner gilt dies von der Feststellung, daB die unter bestimmten Be- 
dingungen mit Natriumsulfat durchgefiihrte Fraktionierung der mit 
Ammoniumsulfat gleichwertig ist. 


Methodik. 


Untersuchungsmaterial, Das zur Untersuchung gelangende Blut wurde 
stets von niichternen Patienten aus der Cubitalvene entnommen, Zur 
Gewimnung des Serums wurde das Blut nach etwa 1 Stunde langem Stehen 
mit einer Tourenzahl von 3000 bis 4000 zentrifugiert. Fiir meine Unter- 
suchungen bendétigte ich, soweit sie ohne Saurebeeinflussung durchgefiibrt 
wurden, 4ccm Serum. Ilccem wurde fiir die Bestimmung der Gesamt- 
absorption benétigt und 3 cem fiir die Herstellung der Globulin- und Albumin- 
fraktionen verwendet. 


Fraktionierung des Serums. Die Fraktionierung des Serums in Globulin 
und Albumin wurde in der iiblichen Weise mit Ammoniumsulfat bei einer 
Temperatur von 37° durchgefiihrt. 


Gesamtabsorption. 1 cem Serum wird in einem MeBkolben unter Zusatz 
von 1 cem einer halbgesattigten Ammonsulfatlésung auf 100 cem verdiinnt. 
Ohne Zusatz von Ammoniumsulfat entsteht beim Verdiinnen eine Triibung. 
Diese Lésungen, und das gleiche gilt auch von den Lésungen der Serum- 
fraktionen, wurden bis zur Aufnahme im Kiihlschrank aufbewahrt. Die 
Aufnahme erfolgte meistens am gleichen Tage, spatestens aber am dareut- 
folgenden Tage. Bei langerem Aufbewahren tritt eine zunichst schwache 
Triibung ein. Nach 5 bis 6 Tagen bildet sich ein flockiger Niederschlag. Die 
gelinde Triibung andert an der Form der Kurve zuniachst nichts. Sie ver- 
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schiebt dieselbe lediglich in vertikaler Richtung. Erst bei weiterem Fort 
schreiten des Triibungsprozesses andert sich auch die Kurvenform grund 
legend. 

Albuminabsorption. Die Albuminlésung wurde in eine lem lang 
Kiivette gefiillt und bei folgenden Blendeneinstellungen aufgenomme1 
Log 4%, /i 0,2, 0,25, 0,3, 0,35, 0,4, 0,45, 0,5, 0,55, 0,6, 0,65, 0.7. 0.75. 
0,8,.0,9, 1,0, 1,1, 1,2. 

Globulinabsorption. Die Lésung der Globuline wurde in der Regel mi: 
der 1 em-Kiivette aufgenommen. In einigen Fallen verwendete ich auc! 
die 2cm lange Kiivette. In anderen Fallen muBte ich die Konzentratio: 
um die Halfte verringern, um das Maximum der Absorptionskurve zu be 
kommen. Zu den unter ,,Albuminabsorption aufgezihlten Blendenein 
stellungen kamen noch folgende hinzu: 1,3, 1,4, 1,5, 1,7, 1,9 und 2,0. 

Die Serumabsorption. Die Lésung wurde in der 2 em-Kiivette be: 
folgenden Blendeneinstellungen aufgenommen. Log #,/i = 0,20, 0,40, 0,50, 
0,70, 0,80, 0,90, 1,00, 1,30, 1,60, 1,80 und 2,00. 

Absorptionsspektren von Serum, Globulin und Albumin in saurer Lésuny 
Um den EinfluB einer py-Verschiebung nach der sauren Seite hin zu unter 
suchen, und zwar etwa beim py 2 und 4, verfuhr ich wie folgt. Ich entnahm 
dem Kolben 10 cem Eiwei®Blésung und brachte dieselbe in einen auf 37° vor 
gewarmten Erlenmeyerkolben und fiigte sehr rasch 0,2 cem einer 0,005 1 
Salzsiure zu. Die sich daraus ergebende Wasserstoffionenkonzentration 
betragt etwa 10-4. Nun wurde das etwa 100 cem fassende Kélbchen in ein 
Wasserbad von 37° gebracht und dort 15 Minuten belassen. Dann wurden 
die Kiivetten gefiillt und sofort aufgenommen. Um zu einer Wasserstoff 
ionenkonzentration von 10°? zu gelangen, fiigte ich an Stelle der 0,005 1 
Lésung 0,2 cem einer 0,5 n Salzséure zu. Die durch Hinzufiigen von 0,2 cem 
Saéure entstehende Volumsvermehrung wurde vernachlassigt. 

Vergleichslisungen. Die Vergleichslésung fiir die Aufnahme der Serum 
absorption wurde durch Verdiinnen von | ccm einer halbgesattigten Ammo 
niumsulfatlésung auf 100 erhalten. Fiir die Globulinabsorption wurden 
10 cem der halbgesattigten Ammoniumsulfatlésung auf 100 cem verdiinnt 
Fiir die Absorption in saurer Lésung wurden Ammoniumsulfatlésungen 
von gleichem py wie das der zu untersuchenden Lésung bereitet. 

Apparatur, Zur Aufnahme der Spektren verwendete ich einen Quarz 
spektrographen der Firma Hilger, London. Als Lichtquelle dient de: 
zwischen zwei Wolframelektroden erzeugte Lichtbogen. Das Format de1 
Platten betragt 9 x 24cm. Der Absorptionsbereich erstreckte sich etwa 
von 2300 bis 4000 A. Die Dispersion betragt zwischen 2000 und 3000 A 
im Mittel 0,13 mm, zwischen 3000 und 4000 A 0,042 mm fiir ein A. Al; 
Aufnahmematerial verwendete ich Platten mittlerer Empfindlichkeit. 

Nach den Arbeiten von R. Suhrmann und W. Kollath (15), H. Lerch u. # 
auf ahnlichem Gebiete gilt das Beersche Absorptionsgesetz in den von mi: 
angewendeten Eiwei8konzentrationen als erfiillt. Dieses Gesetz lautet 
bekanntlich: HE = log %/t = K-d-c oder log K = log 1/d + log l/e + log 
(log 7, /t). In dieser Formel bedeuten: E = Extinktion, i, = Intensitat de- 
einfallenden Lichtstrahles, i = Intensitat des durch die Lésung geschwachten 
Lichtstrahles, K = prozentualer Extinktionskoeffizient, d = Schichtdicke 
in em und ¢ = Konzentration. 

War das Absorptionsspektrum einer Lésung von unbekanntem Eiwei' 
gehalt zu bestimmen, so habe ich an Stelle von K den relativen Extinktion- 
koeffizienten ¢ = K-c verwendet. Die auf diese Weise erhaltenen Kurver 
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bezeichne ich in der Folge kurz als e-Kurven. Sie unterscheiden sich von 
den K%-Kurven lediglich durch ihre verschiedene Horizontallage, d. h. sie 
sind parallel zur Abszisse verschoben. 


Ergebnisse. 

Als Ergebnisse meiner Aufnahmen erscheint eine kleine Auswah! 
der etwa 450 Absorptionskurven. Die charakteristischen Zahlenwerte 
von etwa 120 von insgesamt 136 Fallen sind in den Tabellen II bis X 
aufgefiihrt. Bei der Durchsicht der Kurven ergeben sich zuerst auf- 
fallende Schwankungen im Absorptionsvermégen. Dies gilt sowohl fiir 
das unfraktionierte Serum, als auch fiir die Albumin- und Globulin- 
kurven. Eine 1%ige Albumin- oder Globulinlésung vermag je nach 
Individuum verschieden stark zu absorbieren, wobei die Extinktions- 
kurven selbst identischen Verlauf haben kénnen. Wieweit der Loga- 
rithmus der Extinktion in normalen und pathologischen Fallen aus- 
einanderzuliegen vermag, zeigt die folgende Ubersicht (Tabelle 1). 


Tabelle I. 








Albumin Globulin Serum 
log K-% - SEUSS REESRERERERRREER —— — 
n p n p n P 
a 0,76—1,26 0,88—1,75 1,02—1,39 0,88-1,54 0,62—0,79 0,56—1,03 
WM ccna es 1,01—1,45. 1,14—2,00 1,28--1,65 1,11—1,77 0,82—1,07 0,90—1,25 
n = normal, p = pathologisch. 


Man sieht, daB bei den Normalfallen die Extremwerte der Globuline 
héher liegen als die der Albumine. In pathologischen Fallen wird bei 
beiden der Streuungsbereich stark verbreitert, bei den Albuminen 
bemerkenswerterweise nur gegen eine starkere Absorption hin, bei den 
Globulinen jedoch nach beiden Richtungen. Die Albumine werden also 
in bezug auf die Absorption globulinahnlicher, die Globulinabsorption 
kann dagegen gesteigert oder geschwacht, d.h. spezifischer, albumin- 
ahnlicher werden. Daf die Globuline im allgemeinen starker absorbieren, 
laBt sich aus den Tabellen II bis X entnehmen. Uber diese allgemeinen 
Feststellungen hinaus werden die Kurven spater bei der Besprechung 
der spezifischen, pathologischen Einfliisse herangezogen werden. 


An qualitativen Verainderungen kommen neben den soeben er- 
wahnten quantitativen Verschiebungen charakteristischer Absorptions- 
binder Anderungen des relativen Absorptionsausmafes, z.B. der 
Differenz zwischen Minimum und Maximum, oder Verbreiterungen und 
Verkiirzungen der Banden selbst in Frage. Nimmt man den eindeutigsten 
Effekt, die Variation der Absorptionsdifferenzen vorweg, so ergibt sich, 
daB die Globuline durchschnittlich starker als die Albumine absorbieren 
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374 W. Hurka: 
Tabelle II. Normalfalle. 

- Rare: : log K-% “Werte 
Nr.' G.| A. Se. +. B.-% | A.-%'G.-%'A./G.| RN |L— eR eal MINE FE ine 

S. Ma. 8. Mi. |A Ma. A. Mi. G. Ma. G. Mi N 

1 iim | 22 7,96 3,75 4,20,0,89' — || 0,82 0,62 | 1,19! 0,98 | 1,56 | 1,23 

2 iim | 26 7,71, 4,66) 3,24 1,44 1,07 0,79 | 1,74) 1,01 | 1,61 | 1,24 

3! w | 23 —— 7,67 5,28) 2,38 2,22 0,97 | 0,71 | 1,33 | 1,07 | 1,55} 1,27); 75 
32. ws 36 1/9 7,88 4,50) 3,33 1,35 32,6, — 1,31 | 1,16 | 1,58 | 1,31 | 104 
42) w 27 a 8,32 4,08 4,26 0,96 27,0) 1,00, 0,70 1,18 0,99 1,63 1,32 11 
971i w | 27 19 8,08 3,82 4,26 0,90 25,0 0,95. 0,66 1,43 1,23 1,46 1,29 
104m 22 = 7,80 3,87 3 393 0,98 | 34,0 0,82 0,62. 1,42 1,26 1,38) 1,11 
105 m= 23 _ 7,04 3,86) 3,22 1,20 34,2) 0,96 0,65 | 1,31 | 1,19 | 1,45 | 1,20 
106 w 23 6,65 4,31) 2,34 1,84) 34,0) 1,01 0,72 | 1,01 0,76 1,28 1,02 
110 w 6,17 4,09 2,08 1,97 40,4) 1,04 0,71 1,27) 1,13 1,65 | 1,39 
114'} w | 23 _ 7,21 2,89) 4,31 0,67 | 28.0) 0,96 0,65 | 1,38 1,20 1,41 | 1,15 
115/' w | 32 7,00 3,20 3,80 0,84 24,0) 0,98 0,70 1,45 1,31 | 1,43 1,20 
117'' w | 22 a 8,44 4,40 4,00 1,10 27,0'0,99 0,66 1,31 1,14 1,49 1,16 

Tabelle III. Nierenfalle. 

47. w | 69 31/67 | 7,3? | 3,02) 4,34/0,70/31,0) 1,17 0,95 1,54! 1,42 | 1,54) 1,26 12 
59 w | 41 7,44 3,47 3,97/0,87/ 24,0, — — / 1,85; 1,14 | 1,63 | 1,34 - 
62 w/ 41 17/146) 7,46 3,47) 3,99)0,87/ 26,0 1,10 0,78 1,35 1,09 1,66 1,32 
64 w! 41 7,46 3,47/ 3,99 0,87/ 26,0 1,09,'0,78 1,33) 1,11 1,66) 1,37 
66 w | 36/14/31 | 6,94 3,44'3,50 098) 40,4 1,02 0,74 1,20) 1,00) 1,69 | 1,34 
70 w | 35 14/31 | 5,55 = 2,18 3,37 0,65) 42,0 1,07, ,(0,71,; 1,50 | 1,27 | 1,48 | 1,13 
83 | w | 36} 14/31 7,72 3,46 4,26 0,81) 25,0 0,95. 0,67 1,37 1,30) 1,37 | 1,16 
84. w | 46 _~ 6,38 2,61 3.77 0,69/30,0 — 1,29 | 1,08 | 1,50 | 1,28) 4 
93 w | 41/36/65 | 8,49 4,19; 4,30 0,97'31,0' — — _ 1,17 | 1,00 |.1,66 | 1,32 
100 w 51 — 8.06 3,16 4,90 0,65 39.0 — — 1,28) 1,04) 1,52) 1,21 
102 w 33 5/10 6,95 4,36 2,59 1,68 31,0 0,98 0,60 1,33) 1,05 1,60! 1,42 
108 w 41 4696 6,04 2,66 3,40 0,78 37,3. — 1,14 1,08 1,51 / 1,28 

Tabelle IV. GallengangverschluB. 

di w 56 -- 6,44 (2,79 3,61/0,76 31,0 1,04, 0,71, — _ i 
33! w }47; 3/17 | 8,80 |3,77)5,13/0,73/34,2) — — 1,28 1,11 1,42 1,28 105 
61 w 90 67/104 6,81 (1,43 5,38 0,27 310 — — | 1,39 | 1,16! 1,36 | 1,06 
63 w 45 38 7,32 | 3,25 4,07/0,80 31,0 1,00 0,71; 1,45 1,24 1,44 1,16 
84'w 465 — 6,38 | 2,61 3,77 0,69 30,0 - — (1,29 1,08 1,50 1,28 48 
101} m)| — ~- 7,47 2,79 4,68 0,60 31,0 0,94 0,67 1,29 1.06 1,64 1,30 
120 w 29) 2/3 8,34 (3,40 4,94 0,69 78,0 1,00 0,66 1,25 0,98 1,50 1,18 

Tabelle V. I[kterus. 
40 w 57) 15/57 | 8,56 2,66 5,90 0,45; 31,1) 1,03 (0,77 | 1,28 1,18 1,66 1,32 111 

72. w 66) 96/143 7,36 | 2,34) 5,02 0,47; 44,0! 1,07 0,77 | 1,39 1,03 | 1,67 1,19 
7 w 66 95/143 7,36 2,34 5,02 0,47) 26,0) 0,99 0,69, 1,34 1,17) 1,61 1,27 
77, wj}37| 7/24 7,24 |3,06/ 4,18) 0,73) 31,1 — |1,42 1,30} 1,54! 1,30 
82 || w | 44 (116/131) 6,20 2,05) 4,15'0,49 | 34,0 1,25 1,03 | 1,42 | 1,23 | 1,72 | 1,30 
87'' m= 62 75 =6-7,28 »=—- 3,59 3,69'0,97' 62,0) — - 1,23 0,99 1,44 1,15 
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Tabelle VI. 


Hypertonien. 
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log K-°.-Werte 
G A. Sg. G.E.-% A.-% G.-% A./G. RN 4 
S.Ma. S.Mi. A.Ma. A. Mi.|G.Ma. G. Mi. Nr. Si. 
9\' wi b7 6,82 (4,61 2,21/2,09' 30,0. 1,18 0,59 1,30 1,12 1,77 1,43: 82 
7' wid?! 3/10 6,76 (2,81 3,94/0,71' 28.5 — 1,48 1,30 1,60,1,27 108 
9 w 60 11/25 6,23 3,25 2,98!1,09 31,1 1,04, 0,71.' 1,29 1,13 1,44/1,08 110 
5 wi 49 1/4 7,94 1,94 6,00 0,32 37,2. 1,05, 0,77 1,76 1,63 1,40 1,09 
79 w BF 8,54 4,40 4,14 1,06 34,0 - 1,41 1,20) 1,58) 1,24 
a) w 54 — 7,96 3,77 4,19 0,90 34,0) 1.01 0,73 1,23) 1,47,;1,17 — 
Tabelle VII. Lungenfalle. 
7}; wee 7,66 3,83 3,56 0,99 36,0 0,99 0,7% 1,40:1,10 1.48 1,16 81 
Biwi 221 712 - — — ~ — (86) 
5 w 25/15/16 741 3,61 3,79 0.95 37,0 0,99 0,79 1,46 | 1,22 | 1,56 | 1,24) 91 
21 w 28 86/119 6,97 2,38 4,58 0,52 54,0 1,42 1,11 | 1,46; 1,23); 97 
Ollw 24 7,55 2,84 4,70 0,60 31,1 1,02 0,72 1,45/1,09 1,56 1,22 102 
lw 33 8,11 3,23 4,88 0,66 32,0 1,04, 0,78, 1,34 1,03 1,54 1,15 
Tabelle VIII. Grippe und rheumatische Infekte. 
6 w 18 7,82 (3,88 3,94/0,99 32 (1,07 0,85 1,32 1,14 1,41'1,19 80 
141) wy 22 - 7,05 3,26 3,79 0,86 30 1,01 — 144 1,19 1,43'1,16 90 
16 w 28 25/50 8,03 3,37 4,64'0,73 38 0,99 0,65 1,32 1.09 1,46 1,03 92 
17/1 w | 23 | 22/61 93 | 3,59} 4,32) 0,83 | 32 1,06 | 0,69 1,35 1,16 1,63 1,21 93 
i8 w | 42; 78/115 8,06 -_j— 10,4 0,90 | 0,56 _ 94 
19 wi}27, 5/14 6,67 - 34,2) — — ~ = - 95 
20' w | 22) 11/71 4,11 | 3,76) 3,46) 1,09 20,0) 0,98 | 0,63 1,27 1,02 1,45 | 1,21. 96 
97 w | 23 | 76/117 | 8,63 | 3,79) 4,73/ 0,80) 31,1) — 1.33 1,06 1,38 1,10 100 
31.) w | 27 | 39/98 8,17 | 4,26: 3,89'1,10 34,2 ~ 140 1,19: 1,60) 1,34, 103 
5 wil6 19/45 698 2.50: 4,48 0,56 34,2 167 1,44 1,61 1,30 106 
8 wi 27 56/11 7,74 2,76 4,99 0,55' 42,7 0,99.) 0,68, 1,37 | 1,21 | 1,49 1,14 | 109 
2) w | 57 — 9,57 4,88 4.69 1,04:43,0 — 1,22/ 1,09 | 1,52 1,21 
Tabelle IX. Graviditat.* 
22 w - _ 8,26 3,24 5,02 0,65 29.0 0,10 -0,24 0,16 -0,08 
23 ow _ _ pre _ na +0,05 -0,08 0,21 0,05 
2,w — - 7,57 (3,39 4,18 0,81 28,0 0,08 -0,19 0.00 -0,19 
98 il w | of : . pte 0,01 -0,12 -0,09 -0,40 
344 w 20 ie -0,18 -0,45 -0,09 -0,26 0,09-0,.20 ~— 
83iwi- — — 0,04 0,22 0,16 +0,01 
iMiw)— is -0,19 -0,29 0,08 -0,16 
18 w 33 —|— -0,08 -0,21 -0,04-0,13 0,13 0,00 
9 w 38 _ 8,16 3,80 4,36 0,87 26,0 -0,13, -0,35 -0,02 -0,16 0,09 -0,13 
0! wi - on 7.83 2,82 5,01 0,56 27,5 - _ 0,15 -0,26 0,18 -0,04 
oli wi ~ — - — -0,11 -0,22, 0,08 -0,13 
2 Ww — — 8,01 2,76 5,25 0,52. 33.5'-0,05 -0,34 -0,22 -0,35, 0,16 -0,13 
Siw l— _ -_|— - -0,06 -0,33 — | 0,08'-0,10 
fl wi38gs — 7,28 1,58 5,74 0,27, 49,0 -0,17 -0,47 -0,02 -0,14'-0,05 -0,26 
a2 wi 5,06 1,92 3,14 0,69 25,8 -0,29 -0,56 -0,16 -0,29 -0,09 -0,39 
13; w | 24 _ 4,25 3.43 3,82 0,90 20,0 - -0,09 -0,22 0,09 -0.15 
lb w W8 — 7,40 3,16 4,24 0,75 29,0 -0,16 -0,42 -0,10 -0,27 0.15 -0,11 
oY w 8 6.89 3,17 3,72 0,85 280 — 0.11 -0,35 0,06 0,23 
® nif log «-Werte. 
on * 

















376 W. Hurka: 
Tabelle X. Diverse. 
Nr. G. A.| Sg. |G. E.-%! A.-% G.-%/A./G. ns es Ree f 
i S.Ma. $.Mi. A.Ma. A. Mi. G.Ma. G.Mi. Ny. ? 
4,>w 42 ~— 8,28 4,06 4,22'0,96) — | 0,98 | 0,76 | 1,43 1,21 1,48 1,23 7 
12)|w 46) 2/15 7,52 |3,42'4,11/0,83! 31 0,99  0,74,' 1,68 1,50 1,53 1,31) ~ s 
24|/)m 44° 3/7 7,78 3,61) 4,15'0,87; 29,5) 0,97 | 0,69 | 1,45 1,14 1,50 1,21 4 
29|/w 27 6/17 7,60 3,64/3,40/1,07; 29,5) 1,05,' 0,72 | 1,19 | 0,98 1,62) 1,18 10 
36) w 6110/21 7,84 1,83 5,99 0,36 32,6. — — (1,67 1,44 1,61 1,80 10 
41jw 545 — 7,32 3,29) 4,07) 0,81) 34,2) 0,95 | 0,69 | 1,22 | 1,02 1,41) 1,16 11: 
54))w 20 1/4 8,814 0,94! 7,87 0,12) 34,2 1,01 0,70 1,94 1,75 1,29 1,01 
57) w 58 35/76 = 7,67 2,54 5,13 0,49) 34,0 1,03, 0,74, 1,42 1,25 1,49 1,17 
58|)w 20 1/4 9,21 1,26 7,95 0,16 37,0 0,98 0,66 | 2,00 1,71 1,15 0,88 
60||w 20 1/4 | 9,20 1,26/7,94'0,16| 36,6) — | — | 1,85) 1,64) 1,11 0,90 
65 || w 66 95/143 7,40 2,36 5,04.0,45) 31,1) 1,11 0,78 1,52 1,33 1,40 1,11 
67) w 41 22/49 7,90 3,54) 4,36/0,81| 19,0) 0,97 0,65 | 1,43 1,14) 1,51 1,12 
68) w 64 1/8 6,02 2,36 3,66 0,64) 62,6 — — |1,43/) 1,13) 1,60 | 1,33 
69 || w 32 22/50 | 7,53 4,34) 3,20/1,35| 78,0 1,03 | 0,77 | 1,30 1,09 | 1,65 | 1,30 
74 w 48 35/76 | 7,54 3,42 4,12/0,67| 31,0 0,98 0,63, — — 1,60 1,23 
76) w 52 7,01 (3,04 3,97/0,77) 34,2, — - | 1,43 | 1,28 | 1,62 | 1,26 
81)) w 54 1/14 | 6,54 | 3,35/3,19) 1,05) — -- 1,45 | 1,23 | 1,65 | 1,28 
85|) w 70 7,03 3,66 3,67 1,00, 40,0 - — | 1.37} 1,27) 1,68 | 1,20 
88 w 37 7/24 8,68 (3,49 5,19 0,67 35,0 0,89 | 0,63 | 1,26 1,06 1,388 1,44 
90 |) m 54 7,59 3,64) 3,95 0,92) 32,0) — — /|1,26/1,05 1,45 | 1,17 
9i}iw iS?) — 6,95 3,01 3,94 0,76/124,0 — — | 1,28) 1,10} 1,31 | 1,05 
9%) wi- — 8,43 3,97, 4,46 0,89; 30,0. — — /|1,30/1,17 1,44 1,17 
103|}m |}55) - 6,52 | 3,94) 2,58/ 1,53/136,0 1,09 0,80 | 1,35 1,11 1,61) 1,24 
In den Tabellen II bis X bedeuten: Nr. = Nummer des Falles. G. = Ge 
schlecht. A. = Alter. Sg. = Senkungsgeschwindigkeit. G.E.-% = Gesamt 
eiweiBgehalt. A.-% = Albumingehalt. G.-% = Globulingehalt. A./G 
= Albumin-Globulinquotient. RN = Reststickstoff. S.Ma. = Serum 
Maximum. S.Mi. = Serum-Minimum. A.Ma. = Albumin-Maximum 
A.Mi. = Albumin-Minimum. G.Ma. = Globulin-Maximum. G.Mi. = Glo oc 
bulin-Minimum. Nr. Si. = Nummer des Falles in der Arbeit Eirich-Sinnreich we 
, at 
und daB die Banden bei den ersteren starker hervortreten. Die Fest se 
stellung der tibrigen qualitativen Unterschiede ist durch die Unsicherheit vo 
der visuellen Photometrierung erschwert. In Anbetracht dieses Um de 
standes méchte ich die absolute Lage der Maxima und Minima in A 
als praktisch konstant ansehen. Gewisse Verbreiterungen, Zuspitzungen al 
und das Auftreten von Buckeln im Kurvenzug wird man aber mit einige: ia 
Sicherheit Veranderungen in der Intensitaét von Einzelbanden zu ae 
schreiben diirfen. Als Richtlinie mag dabei die auffallige Tatsach: an 
dienen, da8 sich die Albumine und Globuline in der Regel in der Kurven- Mi 
form weitgehend ahneln. Ve 
Versucht man, iiber die Falle der gefundenen Kurven eine Ubersich Ex 
zu erhalten, so wird man durch das Material selbst, und zwar durch di: Ve 
Albumine und Globuline, zu je vier Grundtypen mit Variationen ode: Ku 
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Kombinationen gefiihrt, die in der Abb. 1 ,,Albumine und Globuline“ 
yezeigt werden. Die dargestellten Kurven sind so zu verstehen, da’ 
fiir jede beliebige von ihnen mindestens drei gefundene existieren, die 
sich mit der betreffenden Kurve praktisch zur Deckung bringen lassen. 
Von den dann verbleibenden 25 Kurven, die sich nicht einreihen lassen, 
stehen alle der einen oder der anderen der gezeichneten Kurven nahe 


blobuline 


A/bumine 





<4 






oder liegen zwischen zweien von ihnen. Es ergab sich nun die Frage, 
welches von den meist mehreren zur Deckung zu bringenden Kurven- 
stiicken als Bezugsteil gelten soll. Ich habe mich im folgenden ent- 
schlossen, die Steilstiicke zur Deckung zu bringen, da bei diesen die 
vorkommenden Abweichungen am geringsten sind und die Ableitung 
der Kurven nach dieser Art mit der geringsten Willkiir behaftet ist, 


Bei den Globulinen ergibt sich nun der erste gezeichnete Typ in 
seinen drei Varianten durch das Auffinden von Kurven, die sich eine 
in die andere durch bloBes Seichterwerden des Minimums und gleich- 
zeitiges Abflachen des Maximums iiberfiihren lassen. Der zweite Typ 
unterscheidet sich vom ersten durch ein geringes Seitwartsriicken des 
Minimums und Maximums. Beim dritten Typ tritt gleichzeitig eine 
Verflachung der Kurven mit einem geringen Seitwartsriicken der 
Extrempunkte auf. Endlich findet man haufig Mischformen, deren 
Verlauf sich meist recht einfach auf eine Uberschneidung von zwei 
Kurven der Typen eins bis drei zuriickfiihren laBt (4). 
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Um prinzipiell die gleichen Erscheinungen handelt es sich bei de: 
Albuminkurven. Auch hier erhalt man vier Gruppen, doch herrsche: 
flachere Kurven vor und die Neigung zu Kombinations- und Ubergangs 
kurven scheint gréBer. Bemerkenswerterweise ergibt sich weiter, dal. 
bei einer unabhangigen Zuordnung der experimentellen Albumin- und 
Globulinkurven zu den Kurven der Abb. 1 ,,Albumine und Globuline’ 
beide Fraktionen sich in einer das Zufallige weit iiberschreitende: 
Weise als zur selben Type gehérig erweisen. Dies ist ein deutliche: 
Hinweis dafiir auf die qualitativ bereits angefiihtte Ahnlichkeit de: 
zusammengehorigen Albumin- und Globulinkurven. 

Als Ergebnis dieser Betrachtungen 1aBt sich behaupten, daB al! 
gefundenen Kurven im wesentlichen ahnlich und nur in Einzelheite: 
verschieden sind. Innere Beziehungen der bisherigen Ergebnisse zu 
einander sind vorlaufig nicht eindeutig feststellbar. Médglicherweis« 
besteht in pathologischen Fallen die Tendenz, da bei den pro g Eiweil; 
absorbierenden Seren die Maxima beim Albumin und Globulin wenige: 
ausgepragt sind. Bei den Globulinen scheint die Differenz mit dem 
Globulingehalt im Serum zu wachsen. Die Albumine zeigen keine 
derartigen EinfluB und auch die GesamteiweiBkonzentration diirfte 
ohne einen solchen sein. 

Die Feststellung eines Zusammenhanges meiner Ergebnisse mit 
denen von Kirich und Sinnreich an denselben Seren tiber deren Dena 
turierbarkeit ist vor allem aus dem Grunde schwer durchfiihrbar, wei! 
bei den Absorptionskurven der Normalfall viel schwerer eindeutig fest 
zulegen ist. Immerhin ergibt sich bei einem eingehenden Vergleich 
daB meine Methode nur in fiinf Fallen zu divergenten Resultaten fiihrt 
Die Denaturierbarkeit verhalt sich dreimal annahernd normal, wahrend 
die Absorption abnormal erscheint. Zweimal ist es umgekehrt. Sech> 
Fille ergeben sich nach beiden Methoden als normal, davon nur ein 
pathologischer, in 19 Fallen finden sich beiderseits mehr oder minde: 
groBe Abweichungen, sechs Fille sind zweideutig. Daraus geht hervor 
da beide Methoden in vielen Fallen ent weder die gleichen Veranderunge: 
anzeigen bzw. die von beiden angezeigten Veranderungen nebeneinande: 
im EiweiB vorliegen oder aber das Protein sich nur in einer mit der eine: 
Methode nachweisbaren Art verandert. 

Wiahrend bisher die Ergebnisse beztiglich der allgemeinen Unte: 
schiede zwischen der Absorption von pathologischen und norma!en Sere! 
betrachtet wurden, scheinen dartiber hinaus manche Gruppen vo! 
Krankheitserscheinungen besondere Einfliisse geltend zu mache! 
Solehe ergeben sich zunachst beziiglich der Absorptionsfahigkeit in 
gesamten in Betracht kommenden Wellenbereich, also beziiglich de: 
Lage der log K°{-Kurven. Es zeigt sich, daB einzelne Krankheit~ 
gruppen sowohl die durchschnittliche Lage, als auch die Streuung ui 
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dieselbe zu beeinflussen vermégen. (Siehe Abb. 2, 3 und 4.). Die 
spezifischen Einfliisse sind dabei meist gering. Nur bei Graviditat. 
Hypertonien, schwerer Nierenschadigung und parenchymatésem I[kterus 
treten sie deutlich hervor, Bei den ersten beiden riicken die Absorptions- 
gebiete der Albumine und Globuline auffallend zusammen, bei den 
anderen ebenso auffallend auseinander. Wahrend weiter das Streu- 
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gebiet bei der Gravi- 
ditat auffallend einge- 
engt ist, erscheint das 
der Hypertonie auBer- 
ordentlich verbreitert. 
Ferner sei an dieser 
Stelle bemerkt, daB die 
Schwankungen auch bei 
Beschrankung auf ein 
Geschlecht geringer wer. 
den, allerdings nicht in 
dem AusmaB, wie z. B. 
beider Graviditat. 
Geht man auf die 
Betrachtung der Ab- 
sorptionsdifferenzen im 
Minimum und Maxi- 
mum iiber, so ergibt sich 
tiberraschenderweise bei 
simtlichen Gruppen, 
daB die Differenzen der 
im ganzen starker absor- 
bierenden Albumine ge- 
ringer sind. Die Kurven 
der Globuline zeigen 
diese Eigenschaft viel 
weniger oder bleiben 
konstant. Die folgende 
Tabelle XI zeigt das 
an Hand der Differenzen 
derjenigen Kurven, we! 
che beim Einzeichnen 
aller Kurven _ einer 
Krankheitsgruppe — in 
den Diagrammen = zu 
unterst und zu oberst 
zu liegen kommen. Eine 
offensichtliche Abweichung von der Regel liegt nur bei der Graviditat und 
vielleicht auch beim parenchymatésen Ikterus vor. Die Tatsache, dai) 
die flacheren Albuminkurven bevorzugt héher liegen, bildet daher vor 
allen in pathologischen Fallen einen bemerkenswerten Unterschied 
gegen das Verhalten der Globuline. Aber nicht nur eine Verschiebuny 
der Differenzen nach den Kurvenlagen tritt bei den einzelnen Gruppen 
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Tabelle XI. Absorptionsdifferenzen in den Minima und Maxima 
bei den verschiedenen Krankheitsgruppen bei den jeweils in 
bezug auf das Strahlungsgebiet extremsten Kurven. 





Fille: | Norm. Grippe Pneum. Herzf. Mech. Gallenw. 


: {|} 0,22 | 0,23 0,23 | 0,20 0,26 unten 
Albumin, J loge ............. 1/029 | 0.20 0.15 | 0.17 007 oben 





Fille: | Parench. Ikterus Nieren. Hypert. Schwangere 








Albumin, Aloge ............. aa hon aac oon a 
Fille: | Norm. Grippe Pneum. Heraf. Mech. Gallenw. 

Globulin, A loge ............ a re on Hr = = 
Fille: | Parench. Ikterus| Nieren. Hypert. | Schwangere 

Gadel, BO Wee eisiiece. edie | eae es oo He — 


ein, sondern auch ein Unterschied in der Haufigkeit, mit welcher die 
Banden mit einer bestimmten Starke ausgepragt sind. Man ersieht dies 
aus der Tabelle XII. An Stelle der einzelnen Fille sind zum besseren 
Vergleich der Gruppen untereinander die prozentualen Haufigkeiten 
angegeben. Wegen der fiir eine Statistik zu geringen Anzahl haben 
die Ziffern nur einen orientierenden Charakter. Sie zeigen jedoch all- 
gemein eine Zunahme der Differenzen bei pathologischen Zustanden, 
eine deutliche Abnahme bei Schwangerschaften, beide in Erganzung 
zu Tabelle XII. 


Tabelle XII. Prozentuale Haufigkeiten bestimmter Absorptions- 
differenzen im Minimum und Maximum bei verschiedenen 
Krankheitsgruppen, 





‘= 


Fiille (Zahl): Wwe;llx, 6+ :114; 90] 80 12 A| 74 17 





0 0 16 0 | 35 

Globulin | |0,22-0,28; 46 37 17 18 45 50 25 14° 36 
log « | 0,28-0,31| 24 | 27 33 55 55 0 34/ 57 24 
0,34 6 | 27 | 38 | 18 0| 50 2% 29 6 

Fiille (Zahl) : 17 11 s 10 10 7 12 7 17 
| 0,14 12; 0 0 | 20; 10; 29 8 | 29 64 


Albumin lio 19| 41 | 36 | 37 30 | 20 14 8 | 42 | 30 

log « | | o 23) 29 | 36) 37 | 30 1 43 50 29 «0 

| 0,23 18 | 28 | 26 | 200; 0 | 14! 3 0 6 

In Tabelle XII bedeuten: e Normalfalle, A Nierenfaille, © mechanischer 

GallengangverschluB, © parenchymatéser Ikterus, 4 Hypertonien, + Lungen- 
falle, x Grippe und rheumatische Infekte, + Gravide und « Diverse. 
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Dariiber hinaus scheint es Krankheitsgruppen zu geben, bei welchen 
starkere und solche, bei denen minder starke Absorptionsdifferenzen 
aufzutreten pflegen, wobei bald eine Tendenz zur starkeren Ausprigung 
der Banden bei den Globulinen, bald bei den Albuminen merkbar ist. 
[Im allgemeinen kann man sagen, daB bei fast allen schwerer Erkrankten 
Abweichungen von den normalen Kurven besonders dann eintreten, 
wenn eine erhéhte Denaturierbarkeit vorliegt. Diese Abweichungen 
sind aber auBerordentlich vielfaltig und keinesfalls typisch, wie dies 
die folgenden Beispiele aus meinem Material zeigen. Die Numerierung 
bezieht sich auf die auszugsweise wiedergegebenen Kurven. Aus- 
fiihrliche Wiedergabe des Materials bei Hurka (25). 


Zwei an derselben jungen, gesunden Frau in etwa viermonatigem 
Abstand aufgenommene Kurven sind auerordentlich ahnlich und 
demonstrieren damit die Reproduzierbarkeit der Resultate. Die geringe 
unterschiedliche Lage diirfte von den methodischen Fehlern herriihren. 
Der Vergleich dieser Kurven mit denen eines jungen, gesunden Mannes 
zeigt, dab die Verschiedenheiten zwischen gesunden, gleichaltrigen 
Mannern und Frauen keinesfalls groBe sind. Die individuellen Schwan- 
kungen, seien es wirkliche oder durch Nachwirkung itiberstandener 
Zustande verursachte, kénnen viel gr6Ber sein, wie an zwei ebenfalls 
normalen Frauen festgestellt wurde. Mit relativ geringen Abweichungen 
von dem glatten symmetrischen Verlauf, wie ihn die Extinktionskurven 
Gesunder zeigen, finden sich etwa 50 pathologische Fille. Es besteht 
also eine deutliche Tendenz zur Konstanz der Absorption. Recht starke 
Abweichungen mit einer gewissen Ahnlichkeit der Kurvenform treten 
bei drei Carcinomfallen auf. Die beiden flachsten Albuminkurven und 
auch sehr flache Globuline zeigen zwei Nephrosen, die gréBten Differenzen 
zeigt ein parenchymatéser Ikterus. Von drei Fallen, die ante exitum 
standen, ergeben zwei sehr abnorme Kurven. Von diesen ist bei Fall 13 
die Denaturierbarkeit normal, bei Fall 21, einer Pneumonie, abnormal. 
Als durch ihre besonders groBe Denaturierbarkeit charakterisiert> 
Fille, die auch hinsichtlich ihrer Absorption bemerkenswert sind. 
méchte ich erwahnen: Eine schwer leberkranke Frau, einen Fall 
mit schweren Herz- und Nierenverinderungen, endlich zwei 
Grippen mit auBerordentlich hoher Senkung. Eine sehr eigenartige 
breite Kurvenform weist eine schwere Aorteninsuffizienz nach einer 
Lues auf. 


Wahrend die Betrachtung einzelner Falle weniger instruktiv sein 
mag, ist der Vergleich der Extinktionskurven, die 6fter am selben Fall, 
allenfalls in verschiedenen Stadien der Krankheit aufgenommen, selir 
lehrreich. Die auftretende Konstanz bei Gesunden wurde schon be- 
sprochen. Dieselbe Konstanz laBt sich auch an einer Reihe von patholo- 
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gischen Fallen, wie z. B. 59, 62, 64 (Abb. 5) (Nephrose), an einem Fall 
von Hypertonie und an einer Herzschadigung beobachten. Bei diesen 
Kranken blieb auch der objektive Zustand wahrend dieser Zeit unver- 
indert. Eine Besserung im Befinden der Patienten war wahrend der 

















Abb. 5. Abb. 6. 
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Abb. 7. Abb. 8. 


Abb. 5 bis 8. Stark ausgezogen: Albumine: schwach ausgezogen: Globuline 


Aufnahmezeit von 6 bis 27 (Abb. 6), 54, 58, 60 (Abb. 7) und 77 bis 83 
(Abb. 8) zu verzeichnen. Die Kurven 6 bis 27 wurden dabei etwas 
normaler (interessanterweise vergr6Bert sich da die Denaturierbarkeit), 
diejenigen von 54, 58, 60 bleiben in der Form konstant, verandern 
aber ihre Lage, wihrend bei 77 bis 83 die Globulinabsorption konstant 
bleibt und die Albuminabsorption normaler wird. Uberhaupt scheinen 
die Albumine veranderlicher zu sein, vor allem qualitativ, wahrend die 
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Globuline geringeren Schwankungen und meist nur Verlagerungen 
unterliegen. Ein Beispiel dafiir ist 66, 70, 83 (Abb. 9) (Nephrose). Dieser 
Fall demonstriert besonders augenfallig, wie sehr das Absorptionsbild 
an einem Patienten binnen wenigen Tagen schwanken kann. 85 bis 107 
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Abb. 9. Abb. 10. 
Abb. 9 bis 10. Stark ausgezogen: Albumine ; schwach ausgezogen: Globuline. 
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Abb. 11. Abb, 12. 
Abb. 11 und 12. 
Albumine stark ausgezogen : —_——— ohne Siiurezusatz. — —— etwa py 4. -—--—-—- etwa Py 2. 
Globuline sonst wie Albumine, jedoch schwach ausgezogen. 
Serum : ——-—— ohne Siiurezusatz. ——-— etwa Py 4. -——--— etwa pg 2. 


(Abb. 10) zeigen endlich parallele Anderungen zu den wesentlichen 
zeitlichen Verschlechterungen. Die Kurve 107 wurde kurz vor dem 
Tode des Patienten aufgenommen (15—20). 

Die Bestimmung der Extinktionskurven bei Zusatz von 10-4 und 
10-2n Salzsiure im Vergleich mit einer wie bisher angesetzten Probe 
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ergab, daB die Serumabsorption in diesem py -Bereich (etwa 7,5 bis 2,5) 
praktisch konstant bleibt. Nur bei einem Normalfall, 134 (Abb. 11), 
tritt eine starkere Erhéhung ein. Deutlich verschieden verhalten sich 
dagegen Albumine und Globuline. Die letzteren bleiben mit einer 
Ausnahme (134) im wesentlichen konstant oder zeigen eher eine geringe 
Abnahme. Die Albumine erleiden aber durchwegs merkliche bis be- 
trachtliche Verschiebungen im Sinne von Erhéhungen. Diese betragen 
bei drei Normalfallen log 0,06 bis 0,16 im Maximum und sind im Mini- 
mum uneinheitlich. Von fiinf pathologischen Fallen weisen eine Nephrose 
(132, Abb. 12) und ein [kterus Veranderungen der Gesamtkurven um 
Aloge =0,1 auf. Drei Ikterusfalle zeigen etwa ebenso groBe Er- 
héhungen nur im Minimum an. Seitliche Verschiebungen sind beim 
Zusatz von 10-4 n Salzsaure geringer als bei derjenigen von 10-*. Diese 
Ergebnisse gestatten gewisse Riickschliisse auf Veranderungen im 
Proteinmolekiil. Bevor diese Riickschliisse gezogen werden, will ich 
diese Verinderungen mit den Ergebnissen anderer Autoren und Methoden 
in Zusammenhang bringen. Vielleicht die wichtigste der leider wenigen 
bekannten hierher gehérigen Tatsachen ist die Unveranderlichkeit der 
Absorption der Serumproteine in dem py-Bereich von etwa 3,5 bis 9, 
in welchem Svedberg und Mitarbeiter auch die Konstanz der Molekular- 
gewichte festgestellt haben. Die Absorption gehért also wie die Solvata- 
tion zu den von der [onisation der Proteine wenig abhangigen Eigen- 
schaften, was damit im Einklang steht, da die Absorption hoch- 
substituierter Carbonséiuren und ihrer Salze im kurzwelligen UV. 
liegt. Aber auch die Dissoziation der Serumproteine in !/, oder !/, so 
groBe Spaltstiicke bei saurerer oder alkalischerer Reaktion als der 
Stabilitatszone, beeinfluBt die Absorption noch nicht allzusehr: Sie 
nimmt bei der Dissoziation etwa um 30%, zu und bei der Aggregation 
der Spaltstiicke, wie sie bei den Globulinen bei py 3 stattfindet, etwas 
ab. Sehr groBe Veranderungen in der Absorption, und zwar Zunahmen 
und Verschiebungen, treten aber ein, wenn die Proteinmolekeln durch 
Hydrolyse weitgehend in nicht zentrifugierbare Spaltstiicke zerlegt 
werden, wie Svedberg am Bence-Jones-Kérper und J.Groh und Mit- 
arbeiter (21) an alka'isierten Serumproteinen festgestellt haben. 
Bedeutsam sind im Zusammenhang mit meinen Resultaten ferner 
die Molekulargewichtsbestimmungen an gesunden und pathologischen 
Serumproteinen mit Hilfe der Ultrazentrifuge von A.S. We Farlane. 
Dieser fand, daB eine einmalige Fraktionierung der Serumproteine 
fast nie vollstandig ist, sondern unregelmaBig noch immer betrachtliche 
Mengen Albumine bei den Globulinen und umgekehrt gefunden werden 
kénnen. Ferner stellt er eine dritte, X genannte Fraktion im Serum 
fest, deren Molekulargewicht dem des Albumins nahesteht, welche sich 
durch Fraktionierung nicht isolieren laBt, deren Menge aber durch die 
Behandlung mit Ammoniumsulfat auf Kosten des Albumins irreversibe! 
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gesteigert wird. Endlich fand We Farlane in manchen pathologischen 
Fallen noch Eiwei8kérper von ganz abweichendem Molekulargewicht, 
sowie sehr pollydisperse Albuminfraktionen. 

Diese Tatsachen zuziiglich der Angaben von Lirich und Sinnreich 


geben zusammen mit meinen Ergebnissen folgendes Bild: Die so sehr 


schwankenden Lagen der log A°,-Kurven sind, wie schon bei der 
Anfiithrung der Ergebnisse diskutiert wurde, zum Teil auf unvollstandige 
Fraktionierung zuriickzufiihren. Diese Feststellung allein geniigt aber 
nicht. Denn ware die Natriumsulfatfallung zur Gehaltsbestimmung in 
demselben MaBe unvollstandig, dann ware die Lage z. B. der Albumin- 
kurve nicht weiter auffallig, sondern nur ihre Form globulinahnlicher. 
Das diirfte in manchen Fallen, in denen beim Albumin groBe Differenzen 
zwischen Minimum und Maximum gefunden wurden, der Fall sein. 
Sonst bedeutet aber das Hinaufriicken der Albuminkurven, daB bei 
der Natriumsulfatfallung bei diesen Seren mehr Eiweif in der ersten 
Fraktion ausgefallen ist als mit Ammoniumsulfat. Diese Differenzierung 
in der Stabilitét zwischen Ammonium- und Natriumionen stellt aber 
keinen eigentlichen methodischen Fehler, sondern eine Spezifitat dar. 
Dazu kommt noch, daB das gegen Ammoniumionen weniger empfindliche 
Protein ein weniger ausgepragtes Absorptionsmaximum besitzt (JlogK ° , 
ist ja in solchen Falien kleiner). Ist es richtig, daB Dissoziation 
jeder Art die Absorption verstarkt, dann ware dieses gegen Natriumion 
empfindlichere Albumin als assoziiert anzusehen. Beim Hochriicken 
der Globulinkurven handelte es sich dann um einen prinzipiell ahnlichen 
Vorgang: Es wiirde bei der Ammoniumsulfatfaillung mehr Globulin 
durch Albumin in Lésung gehalten als bei der mit Natriumsulfat. 
Diese Uberlegungen weisen gleichzeitig auf noch andere mégliche 
oder wahrscheinliche Ursachen fiir die Parallelverlagerung der Absorp- 
tionskurven hin. Erstens kénnen die Eiweifmolekeln einer Fraktion 
ganz oder zum Teil lockerer gebaut sein oder sich in einer Art Pra- 
dissoziationszustand befinden. Das muB nach dem Obigen auch bei 
gleichwertigen Fraktionierungen die Kurven nach oben verschieben, 
wenn dieser Effekt auch nicht zu hoch eingeschatzt werden darf. Immer- 
hin diirfte er einen Teil der von den meisten Autoren (siehe Groh. 
Roche) betonten individuellen Schwankungen ausmachen. Ein anderer 
Teil der Schwankungen wird im wechselnden Verhaltnis des Albumins 
zum X-Anteil beruhen. Zuletzt muB noch ein bei Absorptionsmessungen 
an Gelatine als bedeutend erkannter Faktor, nimlich die Lichtstreuung 
erwihnt werden. Eine Erhéhung derselben mu8, ohne die Form der 
Kurve wesentlich zu beeintraéchtigen, die Absorption scheinbar ver- 
stirken. Am wahrscheinlichsten liegen solche Fille bei 134 und 136 
vor, die sich bei Zugabe der Saure anfangs etwas triibten. Im iibrigen 
decken sich die Befunde beim Saurezusatz, soweit man es bei den wenigen 
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Fallen sagen kann, mit denen Svedbergs auch dahin, daB die Ver- 
anderungen der Globuline geringer sind. Bemerkenswert scheint, daB 
die pathologischen Falle eher schwacher reagieren. Der Grund fiir das 
allgemein bei den Globulinen starker ausgepragte Maximum liegt nach 
Grohim groBeren Tryptophangehalt. Eine unvollstandige Fraktionierung 
muB daher das Maximum der Globuline schwachen, das der Albumine 
verstarken. Ferner ist die relative Lage der absorbierenden Molekiil- 
gruppen im gesamten Proteinmolekiil von Bedeutung. Je geschiitzter 
dieselben von den Wassermolekeln sind, um so steiler mu das Maximum 
sein. Endlich mu8 die Nachbarschaft anderer Chromophore wirken, 
also die relative Konzentration z. B. des Tyrosins oder Tryptophans 
im ganzen Molekiil. Endlich soll noch als rein chemische Deutung 
erwahnt werden, daB Substituentenveranderungen in einer homologen 
Xeihe haufig die Absorption einer sonst wenig beeinfluBbaren Gruppe 
verandern kénnen, wie dies besonders an Benzolderivaten und Ketonen 
von Ley (22), Henry (23), Scheibe (20) u.a. studiert wurde. 

Eben diese Gesichtspunkte sind wohl auch nicht nur fiir die relative 
Hohe der Maxima, sondern auch fiir Gestalt und Verlauf der Kurven 
verantwortlich. Dabei diirften die unregelmaBigsten Kurven Misch- 
formen verschiedener pathologischer Molekelsorten sein. Dieser wie 
den iibrigen besprochenen Méglichkeiten korrespondieren etwa die vier 
ausgezeichneten Kurventypen. Hier soll nur noch ein bemerkenswerter 
Zusammenhang mit der von Eirich und Sinnreich bestimmten Dena- 
turierbarkeit erwahnt werden. Mit besonderer Einheitlichkeit weisen 
eine Reihe von schweren Fallen, die durch groBe Denaturierbarkeit aus- 
gezeichnet sind, besonders hohe Maxima der Globuline auf, wobei die 
Kurven auch durch ihre glatte schlanke, sonst etwas an normale er- 
innernde Form auffallen (die Albumine sind fast normal). Es kann 
kaum ein Zweifel bestehen, daB sich hier zwei Einfliisse stark geltend 
machen, namlich einer der angefiihrten absorptionssteigernden und 
dann ein zweiter, der die Kurven glittet und stetig macht. Als solcher 
kommt hauptsachlich ein erhéhter LoésungsmitteleinfluB in Betracht. 
Es liegt also méglicherweise eine dissoziationsbereite, stark gequollene 
Globulinmolekel vor, wofiir auch die erhéhte Reaktionsfahigkeit und 
Denaturierbarkeit spricht. 

Auf die diagnostische Seite meiner Ergebnisse méchte ich nur ganz 
kurz zu sprechen kommen. Zu einer ausfiihrlichen Behandlung solcher 
Gesichtspunkte ware ein spezifischeres Material auf Grund einer genauen 
Kenntnis der Krankengeschichte nétig gewesen, da meine Gruppen- 
einteilung oft im Grunde wenig zusammengehdérige Krankheiten umfabt. 
Doch soll an dieser Stelle bemerkt werden, daB vorlaufig nichts fiir 
oder wider die Méglichkeit gesagt werden kann, ob bei einer eingehenden 
Priifung spezifische Zusammenhange zwischen Krankheit und Absorption 
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auftauchen werden. Einige bemerkenswerte Ziige sollen aber schon 
auf Grund des vorliegenden Materials erwaihnt werden. In fast jeder 
Beziehung auffallig sind die Absorptionskurven der Schwangeren. Dix 
Streuung der Lagen ist weitaus am geringsten, die A log e-Werte de: 
Albumine sind von der Lage wenig abhangig, die der Globuline meh: 
Die Differenzen selbst der Albumine wie der Globuline sind am kleinsten. 
ein Grobteil der Kurven ist untereinander einheitlich, kurz in manchen 
Beziehungen scheinen die Eigenschaften der Albumine und Globulin 
vertauscht, erscheinen aber dabei definierter. Die A./G.-Quotienten 
liegen tibrigens wie bekannt durchwegs bei 0,6 bis 0,8. 

EKinen anderen Sonderfall stellen die Hypertonien dar. Fiir sic 
gilt mehr oder weniger das Entgegengesetzte wie fiir die Schwangeren 
Besonders auffallig ist die haufige Umkehr der Lagen der Albumin. 
und Globulinkurven, d.h. das Versagen der Fraktionierung, welche 
schon von einigen Autoren gefunden wurde (Roche). In Anbetracht 
dieser Umstande erscheinen gewisse Erfolge, die Steinach und Hitzen- 
berger (24) bei der Behandlung von Hypertonikern mit weiblichem 
Sexualhormon hatten, in einem besonders interessantem Licht. Zuletzt 
sei bemerkt, daB auch die meisten Fille von besonders parenchymatésen 
Ikterus, sowie einzelne Pneumonien durch stark ausgepragte Maxima 
auffallen. 

Ich méchte auch an dieser Stelle Herrn Dr. F. Eirich fiir die An 
regung zu dieser Arbeit und Herrn Prof. Eppinger fiir die Uberlassung 
des klinischen Materials danken. 


Zusammenfassung. 


Von 136 Seren Gesunder und Kranker wurden Spektrophoto- 
gramme im UV. aufgenommen, wobei iiber 2400 Einzelaufnahmen 
gemacht wurden, und zwar sowohl an nativen verdiinnten Seren, als 
auch von den Albumin- und Globulinfraktionen. Die ausgewerteten 
Platten wurden nach Krankheitsgruppen geordnet und gesichtet. Es 
ergab sich: 

1. Die Extinktion pro g Eiwei8 kann bei Normalen wie Kranken 
bei Serum, Albuminen und Globulinen stark schwanken. 

2. Die Globuline absorbieren meist starker, die Banden sind mehr 
ausgepragt, vor allem bei Schwerkranken. 

3. Die auftretenden Globulin- und Albuminkurven lassen sich in 
vier bestimmte haufig wiederkehrende Typen einordnen, zwischen denen 
Ubergiinge vorhanden sind, die aber wenig spezifisch erscheinen. 

4. Es besteht ein gewisser Zusammenhang zwischen Absorption 
und Stabilitét bzw. Fraktionierbarkeit. 

5. Die Absorptionskurven dndern sich bei wechselndem py wenig., 
besonders gilt dies von den Globulinen. Pathologische Falle scheinen 
nicht ausgezeichnet. 
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5. Die zusammengefaBten Ergebnisse werden auf einen méglichen 
Zusammenhang zwischen Absorption und Denaturierbarkeit des Serums 
untersucht. 

§. Von Gruppenbildern treten am auffalligsten die Schwangeren 
und die Hypertoniker hervor, die sich zudem sehr gegensatzlich ver- 
halten. Besonders ausgepragte Maxima finden sich bei schwerem [kterus 
und bei Hypertonien. 
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Zur Biochemie der Torula utilis. 


VIL. Mitteilung: 
Zugleich Erginzung zu der Mitteilung von K. Dirr und 0. y. Soden 
Uber den Wert der Wuchshefen fiir die monsehliche Ernahrung, I. Mit- 
teilung, Aminosiuregehalt von Bergin-Holzzuckertrockenhefe“ 1. 


Von 
Hermann Fink und Felix Just. 


(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 9. Marz 1942.) 


Der Zweck unserer auf eigene Initiative hin unternommenen 
Untersuchungen tiber die Zusammensetzung der Hefesubstanz, ins- 
besondere des HefeeiweiBes von Torula utilis, deren Ergebnisse wir 
kurz in unserer II. Mitteilung? dieser Reihe veréffentlichten, bestand 
in der Beantwortung der noch offenen Frage, ob die Zellsubstanz, ins- 
besondere das Eiwei8, von Torula und Bierhefe gleich oder verschieden 
ist. Das Endresultat dieses chemischen Vergleichs war bekanntlich, 


daB die technisch erzeugten Torulahefen als (Eiweif) Futtermittel® der 


Bierhefe praktisch gleichwertig sind. Diese Feststellung steht in Uber- 
einstimmung mit den Ergebnissen der vergleichenden Fiitterungs- 
versuche und wird neuerdings durch K. Dirr und O, v, Soden im speziellen 
Falle der Bergin-Holzzuckerhefe voll bestdtigt, obgleich deren einzelne 
Analysenbefunde von den unseren mehr oder weniger stark abweichen. 

Es taucht nun die allgemein interessierende Frage auf, wie es 
moéglich ist, daB aus anscheinend verschiedenen Primissen derselbe 
SchluB folgt bzw. ob es sich unter diesen Umstanden iiberhaupt lohnt. 


den chemischen Vergleich, der doch sehr zeitraubende und miihsame 


Analysenarbeit benétigt, durchzufiihren. 


Die Aussagen iiber den Wert des EiweiGBes fiir die Ernahrung — als 
£ 


der Endzweck soleher Untersuchungen — kénnen aus den chemischer 
Analysendaten nur indirekt erschlossen werden, wobei die diesbeziiglichen 


Schliisse recht unsicher begriindet sind. So ist es ungewiB, ob die List 


der lebenswichtigen Aminosauren vollzahlig ist; auBerdem ist unsere Kennt- 


1 Diese Zeitschr. 309, 329, 1941. — * Ebenda 300, 84, 1938. — * D. h 
abgesehen vom Gehalt an Vitaminen und anderen Feinstoffen. 
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nis vom notwendigen, oder gar vom optimalen Mischungsverhiltnis der ver- 
schiedenen Aminosiuren beschrankt und schlieBlich spricht bekanntlich die 
méglicherweise variable Resorbierbarkeit der einzelnen Aminosiuren aus 
den verschiedenen EiweiBen eine nicht zu iibersehende Rolle. Letzten Endes 
wird demgemaéB die Auswertung der Analysendaten hinsichtlich des Wertes 
des EiweiBes immer nur auf einen Vergleich mit denen anderer EiweiBe hinaus- 
laufen. Dabei macht sich der unerfreuliche Umstand bemerkbar, daB die 
einzelnen Daten selbst nicht genau und sicher genug festgelegt sind. Die 
eine Ursache dafiir liegt in der Unzulinglichkeit der verwendeten Methoden 
(sei es, daB deren Ergebnisse mit erheblichen Fehlern belastet und dem- 
zufolge nur mangelhaft reproduzierbar sind, sei es, daB die Methoden der 
einzelnen Untersucher verschieden waren). Aber selbst wenn es gelingt, 
die Fehlergrenze bei den Aminosiurebestimmungen — an die man auf 
diesem diffizilen Gebiet nur bescheidenere Anforderungen stellen kann 
betrachtlich herabzusetzen, ware damit noch nicht viel gewonnen, weil die 
native Hefesubstanz, wie fast alle lebenden Substanzen, nicht von kon- 
stanter Zusammensetzung ist. Ob nun die Analysendaten deshalb unschart 
sind, weil die Bestimmung weniger gut reproduzierbar ist, oder deshalb, 
weil die Zusammensetzung der jeweilig untersuchten Proben Schwankungen 
unterworfen ist, wird hinsichtlich der verallgemeinerten Aussage (und nur 
dann ist diese von praktischem Wert) ziemlich auf das gleiche hinaus- 
kommen. Die natitirlichen Schwankungen sind gerade bei solchen Ein- 
zellern mitunter enorm; so haben wir in unserem Institut Torulahefen auf 
sonst gleichem Substrat durch Variierung des N-Angebots mit Rohprotein- 
gehalten von 23% bis tiber 60°, der Trockensubstanz geziichtet. Ebenso 
gelang es uns kiirzlich, den bisher gewéhnlichen P,O,-Gehalt der Torula 
von 5 bis 6% auf weniger als 1°, zu senken!. Da solche sehr betrachtlichen 
Veranderungen der Bruttozusammensetzung auch Abweichungen im Ver- 
haltnis der feimeren Komponenten nach sich ziehen, diirfte recht wahr- 
scheinlich sein, Man hat aber auch keine Gewahr dafiir, daB selbst bei 
vergleichbarer Bruttozusammensetzung der Hefeproben das Verhaltnis der 
einzelnen EiweiBbausteine konstant sein muB. Das Gegenteil ist wahr- 
scheinlicher, und zwar aus folgenden Erwagungen. Die bisher geziichteten 
Hefen sind sowohl im Eiweif- als auch im P,O,-Gehalt sozusagen ,,ge- 
mastet‘*, denn es ist erwiesen, daB die Zellen auch mit dem halben Gehalt 
an Rohprotein und P,O, und weniger lebensfahig sind, Es ist nun sehr wohl 
méglich, daB das Minimum an lebensnotwendigen Zellinhaltsstoffen fiu 
jede Zellenart, z. B. einer Heferasse, konstant ist. Was nun aber iiber jenes 
Minimum hinausgeht, also im Mastungszustand, ist nicht mehr von der 
Notwendigkeit diktiert, sondern wird von der Zelle in einem weiteren Spiel- 
raum synthetisiert und gegebenenfalls als Reserve gespeichert. Es braucht 
also das lebensnotwendige ZelleiweiB weder mit dem ,,MasteiweiB*' noch die 
..Mast‘'-EiweiBe verschiedener Hefezellen unter sich identisch zu _ sein. 
Inwiefern sich eine so betrichtliche Verminderung des P,O,-Gehalts auf die 
N-haltigen Komponenten auswirken wird, ist noch gar nicht abzusehen: 
umgekehrt ist analog wie oben nicht sicher, daB das Mastungs-P,O, in jeder 
Zelle bzw. bei jeder Fiihrung in gleicher Weise abgebunden wird, 


Wir halten deshalb die natiirliche Inkonstanz in der Zusammen- 
setzung fiir wesentlicher an den Unstimmigkeiten zwischen den Ergebnissen 
1 H. Fink, diese Zeitschr. 310, 311, 1942; sowie unveréffentlicht. 
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der verschiedenen Untersuchungen ursdchlich beteiligt als die mitunter 


ztemlich groben Fehlerquellen der einzelnen Methoden, zumal sich die 


letzteren im Endresultat des chemischen Vergleichs verschiedener 
Eiweibe (Benutzung identischer Methoden vorausgesetzt!) herausheben 
miissen. Man hat jedenfalls bei solchen chemischen Untersuchungen 


niemals mit einem scharfen Zahlwert, sondern immer mit einem mehr — 


oder weniger breiten Intervall zu rechnen, in welchem sich die durch 
den Bestimmungsfehler einerseits und die durch die natiirliche In- 
konstanz der Zusammensetzung andererseits verursachten Unscharfen 
teilweise tiberlagern und sich somit im Endresultat des Vergleichs 
ausgleichen kénnen. 


Die folgende Tabelle [, in der die verschiedenen Untersuchungs 
ergebnisse nochmals zusammengestellt sind, zeigt, da zwar die ge- 
fundenen Werte sowohl bei den Bierhefen (Kraut, Schrider, Meisen- 
heimer) als auch bei den Torulahefen (Fink) betrachtlich streuen, dab 
sich aber diese ziemlich breiten Intervalle in den Zwischenphasen (B) 
und in den Endresultaten der Analyse (C’) weitgehend decken. Daraus 
zogen wir 1938 den SchluB, dab die EiweiBzusammensetzung bei der Torula 
und der Bierhefe im allgemeinen gleichartig ist, obgleich die einzelnen 
Proben mehr oder weniger unterschiedlich sind. Zu demselben Schlub 
kommt irr, weil seine Analysenbefunde ebenfalls in diese sich gut 
deckenden Jntervalle fallen und dariiber hinaus den von Kraut als wahr- | 
scheinlich richtig diskutierten Werten (die Dirr irrtiimlich als experi-| 
mentelle Analysenbefunde anspricht) sehr nahekommen. Somit findet | 
die aufgeworfene Frage, wiefern es méglich ist, daB trotz mehr 
oder weniger grober Abweichungen in den Analysenergebnissen das 
Endresultat des chemischen Vergleichs unverriickt bleibt, ihre 
Klarung. 

In Anbetracht aller dieser Mangel der chemischen Bestimmung, ins 
besondere der sehr bescheidenen SchluBfolgerungen, die aus den mit viel 
Miihe und Zeit gewonnenen Analysendaten gezogen werden kénnen, wurden 
schon vor Jahresfrist von dem einen von uns in unserem Institut umfang- 
reiche Rattenaufzuchtversuche zur Festlegung der biologischen Wertigkeit 
der verschiedenen HefeeiweiBe veranlaBt, die von A. Hock durchgefiihrt 
worden sind und ebenfalls die Gleichwertigkeit des EiweiBes von Bierhefe 
und Torulatrockenhefe ergeben haben. Die ausfiihrliche Mitteilung! dieser 
Arbeit ist in dieser Zeitschrift erschienen. Der groBe Vorteil solcher 
Tierversuche besteht darin, daB sie wunmittelbare Aussagen iiber den 
Wert des EiweiBes ergeben, unmittelbar insofern, als das Nahr- ode: 
FuttermitteleiweiB am Nahreffekt, also Wachstum und Gedeihen ge- 
wertet wird. 


1 4. Hock, diese Zeitschr. 311, 385, 1942; vgl. auch Kurzmitteiluny 
A. Hock, Wochenschr. f. Brauerei 58, 269, 1941. 
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Tabelle I. 





Torula * 
Bergin-Holzzucker 
(nach Dirr) 
gefunden °, 


Torulahefen2 
(nach Fink) 


Bierhefe ! 
(nach Kraut) 


gefunden % gefunden % 


| A. Gesamt-N (Trockensubstanz) ~ 8 7,3— 8,9 ~ 9 

Rohprotein (Trockensubstanz) .. ~ 50 45 — 55 ~ 56 
Glibhrickstand (Trockensubstanz) 8 — 94 8,1— 12,25 8,2—8,6° 
P,O, in der Trockensubstanz 3,8-- 4,44 4,8— 5,85 4,95 
P,O, im Glithriickstand ....... 47 —494 47 —59 ~ 60 

| B. Aufteilung?’: 
Gesamt-N = 100 Gesamt-N im . 

oT Se er or rma 96 —97 94 7,7— 8,7' 

IE. oo oa c's s sR Ae oe 8 4 5 6 
ii ccisa sieiicis eieaidica nocd 8 16 12,3—16 7,5—16 
Gesamt-N ...... | ler B | 25 29 24 —29 . 
Amino-N ....... “Lésung. \|12.—16 | 14,3—18,1 _ 
Nicht-Amino-N..| 1S""E | 96-126 | 10,1—12.9 | 2 
Gesamt-N ...... | deb Basen: | 53 —54 51 —54 | ~~ 
Amino-N ....... filt ; t 48 --49 46 —49 — 
Nicht-Amino-N..| ‘rats || 45 47 | 44— 51 ‘- 

MME 565 Jy 4 bes eee ee nse mae 11 11,8 | 10,8—12,1 9,8 
DUNNE 5 RSS ee es 2,3— 6,98) 3,7— 5,98 3,38 
ER eT ee CEN Eee 10 8,1—11,7 t? 
MEIN Bina ioe he ver ek tie nding 1,5— 1,619 1,5— 1,710 0,33 10 
oo ae a pa i are 0,9— 1,31 1,2— 1,3 0,9 
PVP OMELG Ss Valk FIGs eH See 2,5— 3,61 2,5— 3,4 2,5 


‘ H. Kraut u. F. Schlottmann, diese Zeitschr. 291, 406, 1937. In dieser Spalte sind die tatsiichlich 
gefundenen Analysenzahlen wiedergegeben, wihrend in der Dirrschen Tabelle die von Kraut als 
, wahrscheinlichste Werte’ diskutierten Zahlen wiedergegeben sind. 2H. Fink u. F. Just, ebenda 
300, 84, 1938. Es handelt sich um fiinf auf verschiedenen Substraten geziichtete Hefen: in unsere! 
Originalaufstellung sind leider versehentlich die Prozentzahlen auf zwei Dezimalen stehengeblieben 
was natiirlich bloBe Rechengenauigkeit ist. Dieses Versehen sei hiermit berichtigt. 3 Dirr u 
v. Soden, ebenda 309, 330, 1941. * Berichtigte bzw. ergiinzte Werte, die von Dirr iibernommenen 
P,O;-Werte (1,6 bis 1,5%) der Krautschen Arbeit sind (vgl. FuBnote IIL. Mitteilung, diese Zeitsehi 
303, 1, 1939) durch Druckfehler entstellt. Obige Angaben stammen aus unserer eben genannten 
III. Mitteilung. 5 Bei den Wuchshefen wird in Zukunft der P,O;-Gehalt auf weniger als 2°). 
d. h. also auf ein Drittel des bisherigen absinken (vgl. H. Fink, diese Zeitschr. 310, 311, 1942). Ebenso 
wird sich der Aschegehalt betriichtlich vermindern ® ,Auf Einwaage berechnet* (?) ? Sehr 
weitgehende Deckung der Intervalle in den Zwischenphasen der ran Slyke-Analyse bei Bierhefen 
und Torula. — * Die obere Grenze des Argininintervalls betriigt bei der Bierhefe das Dreifache (1), 
bei der Torulahefe das 1'/,fache des untersten Wertes. Der Dirrsche Wert von 3,3 liegt seh 
nahe an dem von Kraut als wahrscheinlichsten Prozentgehalt diskutierten (3%). Offenbar liefert 
die kolorimetrische Methode besser reproduzierbare Werte als die van Slyke-Methode, die gerade 
bei der Arginin- und Cystinbestimmung ihre schwiichste Stelle hat. ® Kine kolorimetrische Method 
zur Bestimmung des fiir das Wachstum unbedingt notwendigen Lysins ist u. W. nicht bekannt, $0 
daB man hier noch auf die ran Slyke-Methode angewiesen ist. 1°) Der Cystinwert ist der un- 
sicherste in der ganzen van Slyke-Analyse, vor allem wegen der sehr betriichtlichen additiven Loslich- 
keitskorrektur. Tatsiichlich diirfte die Angabe von 1,5 bis 1,6 % (Kraut, Fink) auch zu hochsein. Da- 
hingegen sind auch wir iiberzeugt, da®B der neue Dirrsche Cystinwert von 0,3 bis 0,4° des Gesamt-N 
der Wirklichkeit niiherkommt, aber vielleicht doch etwas zu niedrig liegt. Wenn es auch ein recht 
grobes Verfahren ist, die van Slyke-Werte unter sich zu vergleichen, so scheinen diese nun fiir die 
kolorimetrischen Werte iiberhaupt keine Vergleichsbasis mehr zu bieten. Es wiire den Autoren 
jenes wichtigen Befundes sehr zu danken, wenn sie, nachdem sie nun die kolorimetrische Bestimmung 
mit ihren bekannten Tiicken beherrschen, den Cystingehalt von einigen tierischen Eiweiben, 
von Kartoffel- und Getreideeiwei8 ebenfalls bestimmen wiirden. — *™ Nach H. Kraut sind dessen 
spiitere Angaben, piimlich T'yrosin-N-Gehalt von Bierhefen 2,7 bis 3.6%, und Tryptophan-N 0,9 
bis 1,3% zuverlissiger als die iilteren Werte (2,5 bzw. 0.9%). (Val. H. Kraut, diese Zeitschr. 297, 
297, 1938.) — Die von Dirr hervorgehobene ausgezeichnete Ubereinstimmung seiner Werte mit 
denen der Bierhefe nach Kraut ist also nur eine scheinbare und dadurch bedingt (s. oben), da’ zum 
Vergleich nicht die gefundenen und richtigen Werte, sondern nur die von Kraut intrapolierten gewihlt 
wurden, 











Uber das Ascorbinsiiure-Oxydationsvermégen 
pflanzlicher Extrakte 
(zugleich ein Beitrag zur Unterscheidung der verschiedenen Arten von 
Ascorbinsiure-Oxydation iiberhaupt). 
Von 
Kurt Wachholder. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Rostock.) 
(Eingegangen am 19. Mérz 1942.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Aufbauend auf friiheren mehr summarischen Feststellungen itiber 
das gesamte Oxydationsvermégen pflanzlicher Gewebe gegeniiber 
Vitamin C (1) wird im folgenden versucht, dies in seine einzelnen Anteile 
zu differenzieren. Eine solche Abtrennung erschien dringend wiinschens- 
wert, weil unsere Kenntnisse davon, welche der verschiedenen Arten 
der Ascorbinsaéure (AS.)-Oxydation in den einzelnen Pflanzen bzw 
Pflanzenteilen anzutreffen sind, sehr zu wiinschen tibrig lassen. Die 
Angaben hieriiber sind nicht nur sehr liickenhaft, sondern auch wider- 
spruchsvoll. Genaue Kenntnisse hieriiber sind aber unbedingt not- 
wendig sowohl fiir die Aufhellung des noch so dunklen Wirkungs- 
mechanismus des Vitamin C im pflanzlichen und tierischen Organismus 
als auch in methodischer und ernahrungsphysiologischer Hinsicht. 

Dieses Ziel macht. es erforderlich, zunachst einmal zusammen- 
zustellen, was denn iiber die verschiedenen Méglichkeiten der AS.- 
Oxydation und deren Unterscheidbarkeit bekannt ist, zumal eine 
kritische Ubersicht hieriiber bisher zu fehlen scheint. 

Als erstes kommt in Frage, da8 die AS. fiir sich allein schon oxydabe! 
ist. Eine solche echte Autoxydation kommt aber nach Barron und 
Mitarbeitern (2) unter physiologischen Verhialtnissen nicht vor. Aucli 
Untersuchungen von Schiimmer (3) lassen ihre Existenz zweifelhaft 
erscheinen, hingegen treten Ghosh und Rakshit (4) mit kaum ganz 
beiseite zu schiebenden experimentellen Unterlagen fiir eine solche ein 
Jedenfalls ist ihr Umfang recht gering und im wesentlichen ist woh! 
das, was man als Autoxydation der AS. zu bezeichnen pflegt, als eine 
katalysierte Oxydation zu betrachten. Von solchen Katalysen ist nun 
wenn wir von dem Sondermechanismus einer unter Mitwirkung von 
Lactoflavin stattfindenden Photokatalyse [Hopkins (5)| absehen, zu 
unterscheiden zwischen einer hitzestabilen Katalyse durch Schwer 
metalle und einer hitzelabilen Oxydation unter Mitwirkung von Fer 
menten. Sprachlich pflegt man die erstere der letzteren dadurch gegen 
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iiberzustellen, daB man sie mit zur Autoxydation rechnet, eine Be- 
zeichnung, die man vor allem begriindet mit der wie gesagt recht 
schwierigen und zweifelhaften experimentellen Abtrennbarkeit der 
Schwermetallkatalyse von der eigentlichen echten Autoxydation. Bei 
der Schwermetallkatalyse (bzw. Autoxydation) ist nun eine durch Cu 
von einer durch Fe vermittelten zu unterscheiden und bei der ferment - 
gekoppelten AS.-Oxydation eine direkte durch ein besonderes ziemlich 
spezifisches Ferment die Ascorbinsiureoxydehydrase (kurz Ascorbinase) 
und eine indirekte Oxydation durch Phenole bzw. Flavone, nachdem 
diese zuvor durch Polyphenolase bzw. durch Peroxydase und Peroxyde 
oxydiert worden waren. Zu diesen drei allgemein anerkannten (Szent 
Gyorgyt (6), Tauber (7), Spruyt und Donath (8)| fermentgekoppelten 
Oxydationsmechanismen kommt dann nach Stotz, Harrer, Schultze und 
King (9) noch eine solche durch das System Cytochrom und Cytochrom- 
(Indophenol-)Oxydase. SchlieBlich gibt es nach M. Fischer (10) sowie 
nach Lemberg und Mitarbeitern (11) noch eine AS.-Oxydation durch 
Hamoglobinderivate bzw. Himochromogene. 

Sieht man von den letztgenannten noch nicht allgemein aner- 
kannten Méglichkeiten ab, so erfihrt bei allen anderen die AS. an- 
scheinend stets die gleichen Veranderungen. Sie wird in einer ersten 
reversiblen Stufe durch Fortnahme von zwei H-Atomen zur Dehydro- 
ascorbinsaure. Dies ist ein aerober ProzeB. Die Dehydro-AS. ist weit 
unbestandiger als die AS. und wird auch schon bei stark saurer Reaktion 
irreversibel weiter abgebaut, wobei schlieBlich Oxalsdure und |-Threon- 
siure entstehen [Cartenit und Morelli (12)|. Der anaerobe Charakter 
dieses weiteren Abbaues [Engelhardt und Bukin (13)| sowie seine Irre- 
versibilitat machen es unwahrscheinlich, da hieran die obengenannten 
Katalysatoren auch beteiligt sind, doch ist dies noch nicht genauer 
untersucht. Jedenfalls lassen sich die verschiedenen Katalyseméglich- 
keiten auf dem Wege der Erfassung verschiedener Abbauprodukte der 
AS. nicht voneinander trennen. Dies erscheint nur méglich durch die 
Feststellung verschiedener Beeinflussungsméglichkeiten vornehmlich in 
hemmendem, zum Teil aber auch in férderndem Sinne. Uber diese 
Moglichkeit ergibt nun die Literatur folgendes Bild. 

Was zunichst die einfache Metallkatalyse betrifft. so hat fiir die- 
jenige durch Cu Szent Gydrgyi (14) schon festgestellt, daB sie durch 
KCN véllig hemmbar ist. Ferner wird sie nach v. Kuler (15) sowie nach 
Barron und Klemperer (16) durch Glutathion (GSH.) gehemmt und nach 
de Caro und Giani (17) auch durch dessen oxydierte Form, auBerdem nach 
Barron, de Meio und Klemperer (2) durch CO sowie nach .Wystkowski 
und Lesocka (18) und nach Armentano (19) durch m/2 NaCl. Dabei 
wird sowohl die Hemmung durch CO als auch vor allem diejenige durch 
GSH. auf eine Bindung von Cu zuriickgefiihrt | Bersin, Koster und 
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Jusatz (20)). Dasselbe gilt auch fiir die methodisch viel benutzte Hemm 
barkeit durch Metaphosphorsiure [Lyman, Schultze und King (21) 
SchlieBlich wird die Cu-Katalyse nach Bezssonoff und Woloszyn (22 
durch Citrate leicht gehemmt, hingegen durch Ortophosphate _be- 
schleunigt, ein Unterschied, der fiir die Pufferung zu beachten und 
det beim Vergleich der Ergebnisse verschiedener Autoren meist nicht 
beriicksichtigt worden ist. Demgegeniiber wird die Katalyse der AS.. 
Oxydation durch Fe nach Goldstein und Kacherowa (23) durch Ortho- 
und Pyrophosphate gehemmt, und zwar wegen deren Fahigkeit zur 
Abbindung von Fe. Nach denselben Autoren sowie nach Barron und 
Klemperer hemmt GSH. hier hingegen nicht. Wie es hier um die Hemm.- 
barkeit durch KCN, CO, Metaphosphorsiure und NaCl steht, scheint 
noch ununtersucht zu sein. 

Nun sollen nach Goldstein und Mitarbeitern noch folgende Unter- 
scheidungsmerkmale zwischen der Fe und der Cu-Katalyse der AS.- 
Oxydation bestehen. Cu soll bei py 5,5 starker wirksam sein, Fe bei py 1 
AuBerdem soll die Art der Saure bedeutungsvoll sein, namlich Salz- 
und Citronensiure sollen die Cu-Katalyse begiinstigen, Schwefel- und 
Trichloressigsiure die Fe-Katalyse {Goldstein und Knyshenko (24)|, was 
aber zum Teil in Widerspruch steht zu eben genannten Angaben von 
Bezssonoff. SchlieBlich soll nach Goldstein und Volkensohn (25) der 
Oxydationsverlauf noch typische Kurvenunterschiede ergeben, indem 
bei der Cu-Katalyse der AS.-Gehalt erst schneller, dann langsamer 
abnehmen soll, wihrend bei der Fe-Katalyse die Einwirkung verzégert 
einsetzen und eine allmahliche Beschleunigung erfahren soll, so daB die 





Kurven sich kreuzen. 

Auch beziiglich der Frage einer entsprechenden Unterscheidbarkeit 
der genannten drei fermentgekoppelten AS.-Oxydationsméglichkeiten, 
also der direkten tiber die Ascorbinase und den indirekten tiber die 
Polyphenolase bzw. iiber die Peroxydase, ist noch manches ungeklart 
oder widerspruchsvoll. Hier tritt komplizierend noch der Einfluli 
anderer, meist noch unbekannter Gewebsbestandteile auf die AS.- 
Oxydation hinzu. So deuten einige Angaben darauf hin, daB schon 
die einfache Schwermetallkatalyse im Gewebsmilieu stark modifiziert 
werden kann (de Caro und Giani). Jedenfalls beruhen manche scheinbar 
Widerspriiche zwischen den Angaben verschiedener Autoren darauf 
daB diese mit mehr oder minder ungereinigten Fermentextrakten aus 
verschiedenen Pflanzen gearbeitet haben. So fand Szent Gydrgyt (26 
eine aus Kohl gewonnene Ascorbinase gegen KCN unempfindlich 
wahrend Ghosh und Guha (27) die Wirkung einer aus Kiirbis gewonnenen 
durch m/1000 KCN véllig hemmen konnten. Johnson und Zilva (28) 
bestatigten diese verschiedene Hemmbarkeit von Kohl- und Blumen. 
kohlextrakten einerseits und von Kiirbis- und Gurkenextrakten anderer- 
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seits. Dem ganzen sonstigen Verhalten nach glauben sie aber trotzdem, 
daB es sich um dasselbe Ferment handelt. Auch bei Polyphenolase- 
praparaten fanden sie sehr erhebliche Unterschiede in der Empfindlich- 
keit gegen KCN. So ist Kartoffelpolyphenolase etwa 70mal emp- 
findlicher als Apfelpolyphenolase. Nach Tauber (29) soll der Peroxydase- 
weg der AS.-Oxydation bereits durch m/10000 KCN vollkommen 
yehemmt werden, der Ascorbinaseweg jedoch nur zu 1/4. Nach Mash 
und Goddard (30) wird die Cytochromoxydase durch Cyanid nicht voll- 
standig gehemmt. Greenberg und Rinehart (31) konnten das bei Himo- 
lvse zu beobachtende Verschwinden von AS. durch Cyanide nicht ver- 
hindern. Es ist demnach sehr fraglich, ob tiber die Hemmung durch 
Cyanide eine eindeutige Abtrennung der verschiedenen Fermentwege 
der AS.-Oxydation méglich ist. 

Eher scheint hierzu konzentrierter Alkohol dienen zu kénnen: 
denn nach Huszik (32) soll Peroxydase hiergegen unempfindlich sein, 
wahrend Ascorbinase dadurch vollkommen gehemmt werden soll. 
Letzteres fanden auch Tauber (29) sowie Spruyt und Donath (33), 
waihrend Johnson und Zilva nur bei Kohl- und Kiirbisascorbinase eine 
vollkommene Hemmung fanden, hingegen bei Blumenkohl- und Gurken- 
ascorbinase eine geringere. Leider ist nichts dariiber bekannt, wie der 
Polyphenolase- und der Cytochromoxydaseweg sich gegeniiber Alkoho! 
verhalten. 

Fraglich ist auch noch die Brauchbarkeit des CO als Unterschei- 
dungsmerkmal. Die Polyphenolase soll zwar dadurch im Gegensatz 
zur Peroxydase stark gehemmt werden { Kubowitz, Sutter (34)|, aber bei 
der Ascorbinase fand sich wiederum kein einheitliches Verhalten. So 
soll Kiirbisascorbinase nach Ehbihara (35) durch CO gehemmt werden. 
Tauber verneint dies aber und Engelhardt und Bukin fanden Kohl- 
ascorbinase gegen CO unempfindlich. 

Auch iiber den durch GSH. méglichen Schutz gehen die Angaben 
auseinander. Fraglich ist schon, ob ein Schutz hier dadurch zustande- 
kommt, daB wie bei der einfachen Metallkatalyse das GSH das Cu 
an sich reiBt und dadurch eher oxydiert wird als die AS. Nach Szent 
(yérgyi kommt der Schutz hier vielmehr dadurch zustande, dai unter 
Oxydation des GSH die Dehydro-AS. zur AS. riickreduziert wird. 
Nach Hopkins und Mitarbeitern (36) soll hierbei noch ein besonderes 
Riickreduktionsferment mitwirken. Bersin, Jusatz und Késter fanden in 
reinen, wasserigen Lésungen keine Riickreduktion der Dehydro-As. 
durch GSH. Sie halten sie aber theoretisch fiir méglich und glauben, 
daB sie im Gewebe durch eine besondere Dehydrase verwirklicht werde. 
Die Existenz einer solchen Dehydrase wird aber von Kertesz (37) be- 
stritten: Jedenfalls besteht Einigkeit dariiber, da fiir den GSH- 
Schutz der AS. in Gewebsextrakten eine sehr starke Abhangigkeit 
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vom pu besteht. Die BeeinfluBbarkeit des Polyphenolase- und des 
Peroxydasewegs der AS.-Oxydation durch GSH ist noch unbekannt. 
Die AS.-Oxydation iiber Indochromoxydase soll nach Stotz, Harrer, 
Schultze und King durch GSH nicht hemmbar sein. 

SchlieBlich ist nach Huszik der Peroxydaseweg von allen anderen 
durch seine Hemmbarkeit durch Hydroxylamin oder Phenylhydrazin 
abtrennbar. 

tine wesentliche Erganzung erfahrt die Differenzierungsméglich- 
keit durch die unterschiedliche Einwirkung zweier oxydationssteigernder 
Stoffgruppen. So ist der Polyphenolaseweg dadurch charakterisiert, 
daB die AS.-Oxydation auf Zugabe von Brenzkatechin eine wesentliche 
Beschleunigung erfahrt. Entsprechendes gilt fiir den Peroxydaseweg. 
wenn Vanillin und H,O, zugegeben werden. Vanillin allein geniigt auch, 
da diese Oxydation gekoppelt sein soll an eine vorherige direkte Oxy- 
dation von anderen AS.-Molekiilen durch Ascorbinase oder auch durch 
Schwermetalle, wobei sich Peroxyde bilden. Allerdings scheint eine 
solche Bildung von Peroxyden aufer fiir die photokatalytische Oxy- 
dation (Hopkins) bisher nur fiir die Schwermetallkatalyse der AS. 
experimentell nachgewiesen worden zu sein [Holtz und T'riem (38), 
Schales (39) ]. 

Zusammenfassend kann man sagen, daB nach den vorhandenen 
Literaturangaben der Anteil des Peroxydase-Flavon-Mechanismus am 
AS.-Oxydationsvermégen eines Gewebsextraktes wohl am _ klarsten 
abgetrennt werden kann. Ob das betreffende Gewebe tiberhaupt tiber 
diesen Mechanismus verfiigt, ergibt sich daraus, ob auf Zugabe von 
Vanillin einé Steigerung der AS.-Oxydation eintritt. Ob dieser Mecha- 
nismus an der ,,normalen‘‘ AS.-Oxydationsfaihigkeit des Gewebes 
beteiligt ist und in welchem Umfange, ergibt sich aus dem durch 
Hydroxylamin hemmbaren Anteil. Beim Polyphenolase-Polyphenol- 
Mechanismus liegen die Verhaltnisse schon ungiinstiger. Hier kann nur 
einwandfrei beurteilt werden, ob das Gewebe iiberhaupt tiber diesen 
Mechanismus verfiigt, und zwar dadurch, ob die AS.-Oxydation durch 
die Zugabe von Brenzkatechin eine Verstérkung und Beschleunigung 
erfahrt. Welcher Anteil ohne eine solche Zugabe auf diesen Mechanismus 
fallt, kann erst entschieden werden, wenn weitere Versuche eine typische 
ihn vom Ascorbinasemechanismus unterscheidende Hemmbarkeit zutage 
geférdert haben. Damit ist zugleich gesagt, daB das Vorhandensein 
und der Anteil des Ascorbinasemechanismus vorlaufig nur dann mit 
Sicherheit beurteilt werden kann, wenn ein negativer Ausfall bei Zugabe 
von Brenzkatechin die Beteiligung des Polyphenolasemechanismus aus- 
geschlossen erscheinen 1aBt. Die Abtrennung gegeniiber einem etwaigen 
Peroxydaseanteil erfolgt dann leicht durch den Hydroxylamin- bzw 
Alkoholhemmungsversuch. 
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Auf diesen Unterlagen aufbauend ist nun bei einer Reihe von 
pflanzlichen Nahrungsmitteln untersucht worden, iiber welche Arten 
von AS.-Oxydationsvermégen sie verfiigen und in welchem Umfange. 
Dabei muBte zur Abtrennung auch die unter unseren Versuchsbedin- 
gungen vorhandene Autoxydation der AS. bzw. die Schwermetall- 
katalyse der AS.-Oxydation ohne Zugabe von Gewebsextrakten unter- 
sucht werden. Dies ergab zugleich die Gelegenheit einer Uberpriifung 
der noch unbestatigten bzw. widerspruchsvollen Angaben iiber Unter- 
schiede zwischen der Cu- und der Fe-Katalyse der AS.-Oxydation. 


Methodik. 


Der Oxydation wurden stets frisch bereitete 15 mg°,ige Lésungen 
reiner synthetischer AS. (Redoxon Hoffmann-La Roche) in bi- oder 
tridestilliertem Wasser unterworfen. 


Wenn nicht anders vermerkt, wurde stets bei einem py von 5,8 bis 5,9 
gearbeitet, also in dem fiir die Ascorbinase optimalen py-Bereich [ Tauber 
und Kleiner (40)}. Die Pufferung erfolgte gew6hnlich mit Phosphatpuffer. 
Falls Citratpuffer benutzt wurde, ist es besonders hervorgehoben. Zu 5 cem 
1l5mg%iger Ascorbinsaurelésung wurden erst 2,5 cem Pufferlésung zugesetzt 
und darauf 5 ccm eines wisserigen Extraktes des auf sein AS.-Oxydations- 
vermégen zu untersuchenden pflanzlichen Nahrungsmittels. In den 
Autoxydations- bzw. Metallkatalyseversuchen wurden stattdessen 5 cem 
H,O genommen, Da zu den die AS.-Oxydation hemmenden Stoffen, wie 
eingangs gesagt, auch der Alkohol gehért, wurde die Extraktion nicht, wie 
in unseren friiheren Untersuchungen in Anlehnung an Tauber geschehen, 
mit 33% Alkohol vorgenommen, sondern mit Wasser. Die Extrakte wurden 
hergestellt durch Verreiben von 1 Gewichtsteil des pflanzlichen Gewebes 
mit 5 Teilen bidestilliertem Wasser im Porzellanmérser, wenn nétig nach 
vorheriger grober Zerkleinerung mit einem Hornmesser und nur bei ganz 
hartem Material nach Zerkleinerung mit Messer oder Schere aus rostfreiem 
Stahl. Die Verretbung wurde nach kraftigem Schiitteln und kurzem Stehen- 
lassen zentrifugiert und filtriert. Eime Reinigung der Extrakte wurde 
unterlassen, da es uns darauf ankam, das dem gesamten in der Pflanze vor- 
handenen Komplex von Fermenten, Polyphenolen, Peroxyden, Metallen 
und sonstigen Stoffen mégliche AS.-Oxydationsvermégen zu bestimmen. 
Dieses war bei der Mehrzahl der Extrakte von Anfang an konstant, nur bei 
einer gewissen Gruppe erfuhr es zunachst eine sehr starke Abschwachung, 
um dann aber auch konstant zu werden. Diese Konstanz blieb bei kiihler 
Aufbewahrung mindestens 24 bis 36 Stunden erhalten, so daB die ver- 
schiedenen mit einem Extrakte nacheinander durehgefiihrten Versuchs- 
reihen vergleichbar sind. 

Die AS.-Puffer-Extraktgemische wurden in Erlenmeyer-Kélbchen in 
einen Thermostaten von 37°C gebracht. Nach genau 2, 15, 30 und 
60 Minuten wurden je 3ecm davon entnommen und mit 3ecm 22%) iger Sulfo- 
salicylsaure versetzt, wodurch die Weiteroxydation unterbrochen wurde. 
Nach Zugabe von 9cem bidest. H,O wurde filtriert und der AS.-Gehalt 
des Filtrats durch Titration mit Methylenblau und vielfach vergleichend 
auch mit Dichlorphenolindophenol bestimmt. Die Berechnung erfolgte 
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auf der Grundlage, daB im Ansatze vor der Oxydation 15 mg, AS. in 
12,5facher Verdiinnung enthalten war. Ei etwaiges Reduktionsvermdégen 
des Oxydasenextraktes selbst wurde gegebenenfalls abgezogen. Falls bereit~ 
nach 2 Minuten die AS. ganz oder fast ganz zerst6rt war, wurde der Versuch 
mit nochmals sechsfach verdiinntem Extrakt angestellt. 


Die Steigerbarkeit bzw. Hemmbarkeit des AS.-Oxydationsvermégens 


wurde derart gepriift, daB statt der 5cem einer 15 mg®, igen 2,5 cem einer 
30 mg% igen AS.-Lésung genommen und je 2,5 cem einer 30 mg igen Brenz- 
katechin- bzw. einer 100 mg®jigen Vanillin- bzw. einer 35 mg®,igen Hy 
droxylamin- bzw. einer 25mg®%) igen NaC N-Loésung zugesetzt wurden. Gluta- 
thion (Hoffmann-La Roche) wurde in Substanz zugesetzt, und zwar 
15mg zu 100 cem der 15 mg% igen AS.-Lésung. Das CO wurde frisch aus 
Ameisenséiure und konz. H,SO, hergestellt und es wurde damit vor dem 
Mischen sowohl der Extrakt als auch die AS.-Lésung 15 Minuten lang 
kraftig durchperlt. Zur Untersuchung des hemmenden Einflusses des 
Alkohols wurden die Pflanzen statt mit H,O mit 99°,igem Athylalkohol 
verrieben und extrahiert. Zur Zerstérung des hitzelabilen Oxydations- 
anteiles wurden die Extrakte 15 Minuten im kochenden Wasserbade erhitzt. 
Kontrollversuche ergaben, daB diese Zeit vollauf geniigte. 


Ergebnisse. 
1. Ascorbinsiure-Oxydationsvermogen unerhitzter Pflanzenextrakte. 


Priift man das gesamte AS.-Oxydationsvermégen pflanzlicher 
Extrakte, ohne es in seine verschiedenen Anteile zu differenzieren, so 
ergeben sich bereits sehr erhebliche Unterschiede zwischen den ver- 
schiedenen Arten von Pflanzen. Nun weichen die seinerzeit von uns 
hieriiber gemachten Angaben zum Teil nicht unwesentlich von denen 
anderer Autoren ab, und wenn, dann so gut wie immer in der Richtung, 
da wir ein starkeres Oxydationsvermégen fanden. Dies macht es 
unwahrscheinlich, daB der Abweichung Verschiedenheiten in den Sorten, 
in der Frische, der Diingung und im Standorte des Materials zugrunde 
lie¢gen. Es wies vielmehr auf einen methodisch bedingten Unterschied 
hin, und da war daran zu denken, daB wir unsere Ergebnisse mittels 
der Titration mit Methylenblau (Mb.) gewonnen hatten, wahrend die 
anderen Autoren sich der Titration mit Dichlorphenolindopheno] (Diph.) 
bedienten. Gabbe (41) und nach ihm SBezssonoff und Woloszyn (42) 
haben namlich Beobachtungen gemacht, welche darauf hinweisen, dab 
die Oxydation bzw. Dehydrierung der AS. zu Dehydro-AS. iiber ein 
Zwischenprodukt geht, welches Diph. noch zu reduzieren vermag, 
Mb. hingegen nicht mehr. Die letztgenannten Autoren halten dieses 
Zwischenprodukt fiir eine Monodehydroascorbinsaure. In der Tat 
erhielten wir bei vergleichenden Bestimmungen, aufer wenn die Oxy- 
dation sehr rapide vor sich ging, im Verlaufe der Oxydation mit Diph. 
durchwegs héhere Titrationswerte als mit Mb. Gegen Ende der Oxy- 
dation glich sich das aber aus. Da der ganzen Anlage der Versuche 
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nach Tauschungen durch andere reduzierende Stoffe keine Rolle spielen 
konnten und da die von Sabalitschka (43) beschriebenen Hemmungen 
der Mb.-Reaktion sicher nicht vorlagen, bleibt nur die von Gabbe und 
von Bezssono}f gegebene Erklarung iibrig, daB die Titration mit Diph. 
eine erste Oxydationsstufe noch nicht erkennen lait. Tabelle L belegt 
dies an einigen Beispielen, welche in bezug auf ihren Gehait an AS. 
oxydierenden Fermenten verschiedenen Gruppen angehéren; denn 
Gurke und Blumenkohl enthalten, wie gleich noch niher zu erértern 
sein wird, im wesentlichen Ascorbinase, Kartoffel Polyphenolase und 
Meerrettich Peroxydase. Wie die Tabelle I weiter zeigt, ist der gleiche 
Unterschied auch bei erhitzten Extrakten zu beobachten, was nachher 
bei der Erérterung des Wesens des hitzestabilen AS.-Oxydationsver- 
mégens der Extrakte auch noch naher zu diskutieren sein wird, Dab 
die AS.-Oxydation nicht nur hier, sondern wirklich auch beim hitze- 
labilen fermentgekoppelten Anteil den Weg iiber die fragliche Zwischen- 
stufe geht, ergibt sich aus dem Verhalten nach 2 Minuten, wenn dann, 
wie beim Blumenkoh] und Meerrettich, die Oxydation erst nur in den 


” 


unerhitzten Extrakten begonnen hat. 


Tabelle I. Oxydierte mg®%, einer 15 mg®,igen Ascorbinsadurelésung 
bei Zusatz von Pflanzenextrakten, vergleichend gemessen bei 
Titration mit Methylenblau und mit Dichlorphenolindophenol. 





Nach Min. 


30 
60 


Gurke Blumenkohl Kartoftel Meerrettich 


370 100° 379 1000 370 100° 370 100° 


Mb. Diph. Mb. Diph. Mb. Diph. Mb. Diph.| Mb. Diph. Mb. Diph. Mb. Diph. Mb. Diph 


13,13 13,36 0 0 7,5 5,960 0 0,740 0,74 0 0,63, 0 0 0 

- — 1,5 0,41 14,63 15,0 1,38 0,61 4,59 3,29 2,36 0,64 2,97 1,75 0,63 0,44 
— 2,25) 1,24 — 3,13 1,44 9,78 8,1 3,47 2,19 4,59) 3,06 2,23 1,54 

- — 3,75 2,88 4,5 3,29 14,36 14,23 6,07 4.37 7,92 6,79 4,70 3,29 


Nach alledem kann iiber den Gesamtumfang der AS.-Oxydation 
nur die Titration mit Mb. richtige Auskunft geben. Die folgenden 
Ergebnisse basieren demnach auf dieser Titration. 

Die erste Frage, ob an dem Gesamtoxydationsvermégen tiberhaupt 
ein fermentgekoppelter Anteil beteiligt und wie groB derselbe ist, 
scheint sehr leicht einfach so zu beantworten zu sein, dab man den 
{xtrakt erhitzt und den verbleibenden hitzestabilen Anteil vom Gesamt - 
oxydationsvermégen abzieht. Dies ist aber an eine Voraussetzung 
gebunden, welche, wie die Versuche ergaben, haufig leider nicht erfillt 
ist, némlich daran, daB durch das Erhitzen seibst das Oxydations- 
vermégen nicht verandert wird. Erhitzt man namlich die Extrakte 
einmal nur so kurz, wie zur Zerstérung der Fermente gerade notig ist 
und ein zweites Mal erheblich linger, so findet man im letzteren Falle 
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nicht selten ein héheres AS. Oxydationsvermégen. Tabelle IL zeigt dies 
bei der Kartoffel in einem deutlichen, beim Blumenkohl sogar in einem 
erheblichen Ausmafge, wihrend beim Rosenkohl und der Kohblriibe die 
bei 15 und 45 Minuten langem Kochen erhaltenen Werte nach beiden 
Richtungen hin streuen. Eine Erklirung kénnte darin gegeben sein, 
daB der ja wohl auf einer Schwermetallkatalyse beruhende hitzestabile 
Oxydationsanteil in manchen Fallen durch eine beim Erhitzen ein- 
tretende Abspaltung von Metallen aus unwirksamen Komplexverbin- 
dungen verstarkt wird. Jedenfalls mu8 man damit rechnen, da®B der 
hitzelabile, fermentgekoppelte Oxydationsanteil gréBer ist, als er nach 
dem obigen einfachen Abzugsverfahren zu sein scheint. 


Tabelle Il. Oxydiertemg% einer 15 mg% igen Ascorbinsaurelésung 
bei Zusatz von unerhitzten und verschieden lang erhitzten 
Pflanzenextrakten. 











Rosenkohl Kohlriibe Kartoffel Blumenkohl 
Nach 3 err ues sa Pee pas 

em 100° 109° 100° 1000 

Min. 3709 |j— iananenen 370 ———_————| 370 |__| 3709 | 
15’ 45’ 15’ 45’ 15’ 45’ 15’ 45' 
| l pe 2 ae 
2 3,59 2,36 | 1,98 0 | 1,1 1,1 || 0,50) 0,25 | 0,37) 4,0 | 0,13 | 0,13 
16 | 13,85) 3,71 | 3,84 | 0,26 | 1,22 | 1,35) 6,07 1,12 1,86 14,25 0,74 2,51 
30 15 5,57 | 5,32 0,74 | 2,36 | 2,23 || 11,14 2,73 347 — 2,85 4,46 
60 — | 7,19 | 7,66 | 2,51 | 3,46 | 2,97 || 14,49 6,07 6,68, — 7,06 8,66 


‘Zweitens ist die genannte Voraussetzung dann nicht erfiillt, wenn die 
Pflanze einen hitzelabilen Hemmungsstoff gegen die AS.-Oxydation 
besitzt. Das Vorhandensein eines solchen Schutzstoffes ist zumal fiir 
die Zitrone behauptet worden, und zwar auf den Befund hin, daB nach 
dem Erhitzen der AS.-Gehalt des Zitronensaftes schneller abnimmt 
[Zilva (44), Mouriquand und Mitarbeiter (45)|. Andere Autoren haben 
aber diesen Befund bestritten. Wir haben nun diese Frage dadurch zu 
klaren versucht, daf frischer Zitronensaft und eine gleich starke wasserige 
AS.-Lésung der Oxydation durch eine Blumenkohlascorbinase aus- 
gesetzt wurden. Dabei fand sich im Zitronensaft in der Tat eine er- 
heblich langsamere Oxydation. Beim Rhabarber und bei der Tomate 
wurde dasselbe gefunden, jedoch, zuma] bei der letzteren, nicht so 
regelmaBig wie bei der Zitrone. 

Bei allen drei Pflanzen wurde nun der bemerkenswerte Befund 
erhalten, daB das AS.-Oxydationsvermégen des Extrakts nach dem 
Erhitzen nicht kleiner, sondern gréBer wurde (Tabelle ITI). Der Schutz- 
stoff ist also tatsichlich sehr hitzelabil. Das gleiche Verhalten ist aus 
der Tabelle IT auch fiir die Kohlriibe ersichtlich, hier sieht man auch, 
daB es nicht aus dem Freiwerden von katalysierenden Metallen beim 
Erhitzen erklart werden kann; denn ein dreifach so langes Kochen hat 
hier nicht die geringste Verstarkung des hitzestabilen Anteiles mehr 
bewirken kénnen. 
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Tabelle III. Verhalten von Zitronensaft und Rhabarbersaft 

gegeniiber einer 15mg igen Ascorbinséiure. Zunahme der Oxy- 

dation nach dem Erhitzen durch Fortfall eines hitzelabilen 
Schutzstoffes; angegeben oxydierte mg% AS. 











Zitrone Rbabarber 
—_ og unerhitzt : erhitzt ore unerhitzt eiiia 
wera 15’ 15’ 
ohne + Brenz- : : ohne + Brenz- |. . 
Zusatz katechin Vanillin auf 100° Zusatz katechin auf 100 
2 0 0,25 0 0 0 0 0 
15 0 1,25 0,90 0,63 0 0,38 1,5 
30 0 3,13 1,15 0,88 0,25 1,25 2,75 
€0 1,07 3,38 2,44 3,0 0,88 2,0 4,0 


Wie falsch es nun wire, hier iiberall ein vélliges Fehlen ferment - 
gekoppelter AS.-Oxydationssysteme anzunehmen, ergibt sich daraus, 
daB in manchen Fallen Zugabe von Brenzkatechin oder von Vanillin 
das Oxydationsvermégen der unerhitzten Extrakte deutlich, zum Teil 
sogar tiber das nach dem Erhitzen zu findende Ausma zu steigern 
vermag (Tabelle ITI). 

Der gleiche Befund, daB das AS.-Oxydationsvermégen nach dem 
Erhitzen gréBer war, wurde noch bei allen von uns untersuchten Beeren- 
friichten gemacht, so bei der Johannisbeere, Stachelbeere, Erdbeere 
und der Himbeere, ferner noch beim Radieschen und Rettich und bei 
der Kiichenzwiebel. Danach scheinen alle diese ebenso wie die Zitrone, 
Tomate und der Rharbarber einen oder mebhrere hitzelabile Schutzstoffe 
vegen die AS.-Oxydation zu enthalten. Ernahrungsphysiologisch hai 
das, worauf in einer friiheren Arbeit bereits hingewiesen wurde, die 
praktisch wichtige Folge, daB der Vitamin C-Gehalt aller dieser Nahrungs- 
mittel sich beim Aufbewahren auch im zerriebenen oder zerquetschten 
Zustande als auffallend haltbar erweist. An dieser Haltbarkeit, wie 
iiberhaupt daran, daB das AS.-Oxydationsvermégen vor dem Erhitzen 
geringer gefunden wird, diirfte aber doch wohl noch mitbeteiligt sein, 
daB das fermentgekoppelte AS.-Oxydationsvermégen bei ihnen sehr 
schwach entwickelt ist, zum Teil sogar fehlt (s. unten). 

So bedeutungsvoll die beiden eben besprochenen Faktoren und 
vor allem der zweite — in besonderen Fallen auch sind, so wird durch 
sie im allgemeinen doch nicht unméglich gemacht, den ferment- 
gekoppelten Oxydationsanteil auf dem Wege iiber ein kurzes Erhitzen 
mit geniigender Genauigkeit zu bestimmen. 

Tut man dieses nun, so ergibt sich, daB die Starke des gesamten 
AS.-Oxydationsvermégens zwar schon einen gewissen RiickschluB auf 
die Starke des fermentgekoppelten Anteiles erlaubt, ein einigermaben 
genaues Parallelgehen der beiden jedoch nicht besteht. Im Gegenteil, 
es gibt derart viele Abweichungen, da8 ein solcher Riickschlu8 sehr 
gefahrlich ist. So fanden sich z. B. bei einem gleichen Gesamtoxydations- 
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vermogen von 13 mg®, AS. im Verlaufe von 1 Stunde beim Meerrettic! 
7.7 mg% als hitzelabiler Anteil, bei der Sauerkirsche hingegen nu: 
1,7 mg, und in einem anderen Beispiele von 10,5 mg: beim Koh! 
rabi 5,15 mg°,, wahrend beim Apfel ohne Zusatz von Brenzkatechi 
iiberhaupt kein hitzelabiler Anteil daran beteiligt war. Auch bei der 
selben Pflanzenart kann das Verhaltnis von hitzelabilem zu -stabilen 
Oxydationsvermégen je nach Sorte, Herkunft usw. sehr stark schwanken 
So waren beim Blumenkohl von nach einer Viertelstunde bereits oxy) 
27 m0 


dierten 15mg, AS. in einem Falle 13,7 mg 
anderen Falle von 14,3 mg% hingegen nur 7,6mg®,. Diese Beispiel 


, hitzelabil, in einen 


diirften zur Geniige zeigen, wie notwendig eine Differenzierung des 
gesamten AS.-Oxydationsvermégens in seine verschiedenen <Anteil 
zum wirklichen Versténdnis ist. 

Zur Priifung der Durchfiihrbarkeit einer Abtrennung in Pflanzen 
vom Ascorbinasetyp, Polyphenolasetyp oder Peroxydasetyp und _ in 
fermentarme Pflanzen — alles natiirlich immer nur vom Standpunkte 
der AS,-Oxydation aus — wurde zunachst das Verhalten von solchen 
Pflanzen untersucht, welche der Literatur nach den betreffenden Typ 
moéglichst rein reprasentieren. 

Dies trifft fiir den Ascorbinasetyp beim Kiirbis zu, von dem es nach 
den Untersuchungen von Zilva, Tauber und anderen sicher steht, dal 
er eine sehr kraftige Ascorbinase enthailt, wahrend nichts dariiber 
bekannt ist, daB er auBerdem eine Polyphenolase oder eine Peroxydase 
von nennenswerter Starke besitzt. Es ergab sich nun als fiir Kiirbis 
typisches Verhalten (Tabelle [V), daB GSH — beim innegehaltenen p,; 
von 5,8 bis 5,9 — nur einen ganz geringfiigigen Schutz gewahrt, wahrend 
CO, NaCN und Alkohol hingegen den hitzeempfindlichen Oxydations- 
anteil vollkommen hemmen. Weder die Zugabe von Vanillin noch 
diejenige von Brenzkatechin wirkt oxydationssteigernd, sondern bewirkt 
im Gegenteil eher eine leichte Verzégerung. Zusatz von Hydroxylamin 
ist entweder ganz ohne Einflu8 oder bewirkt, wie in dem in der Tabelle L\ 
wiedergegebenen Versuchsbeispiel, sogar eine leichte Oxydations- 


Tabelle IV. Verhalten von Kiirbisextrakt gegeniiber einer 
15 mg% igen Ascorbinsdure. Oxydierte mg%, AS. 





Verdiinnung 


des Extraktes 6fach Verdiinnung des Extraktes 36fach 











re unerhitzt erhitat unerhitzt eshitzt 

a ae USA eee) hne ia =] ohne 

Z ohne 77 Ps ohne + + Hydro- + Brenz- - tAl-) , . 
Zusatz + GSH | Zusatz | 7a catz | Vanillin xylamin katechin NaCN | * CO Koo | Zusat 

2) 8,75) 7,63 0 1,29; 1,16 1,71 1,29 | 0 0 0 0 

15 15,0 14,75 0,38 | 15,0 | 15,0 15,0 14,16 0,25 0 0,46 0,25 

30 —_ _ 0.77 — —_ 0,63 0 0,64 0,52 

60 os 1,55 - —_ _ — 1,00 | 1,15) 1,15) 1,15 
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Tabelle V. Verhalten von Apfelextrakt gegeniiber einer 
15mg% igen Ascorbinsaure. Oxydierte mg% AS. 





Unerhitzt 10’ auf 100° 
owe : : : erhitzt 
Nach Min. ohne weiteren + Brenz- ~ Vanillin Hydroxy!l- Alkohol ohne weiteren 

Zusatz katechin , amin —— Zusatz 

2 1,41 1,41 1,41 1,29 1,41 1,03 
15 4,38 7,59 4,38 4.76 2,32 2,44 
30 6,56 11,33 6,56 6,70 4,53 6,92 
60 10,56 15,0 10,56 10,17 o,91 13,21 


beschleunigung. Das ganze Verhalten entspricht also vollkkommen dem, 
was der Literatur nach von einem reinen Ascorbinasetyp zu erwarten 
war. Bei der Gurke, welche nach den Untersuchungen von Johnson 
und Zilva sowie von Rosenberg (46) genau so wie der Kiirbis eine kraftige 
reine Ascorbinase besitzt, zeigte sich ganz das gleiche Verhalten. Der 
einzige Unterschied war, daB bei der Gurke auch der hitzestabile Anteil 
durch CO vollkommen gehemmt wurde. Ein in allem véllig iiberein- 
stimmendes Verhalten wurde ferner gefunden beim Weifkohl, Rosen- 
kohl, Blumenkohl, Blatt der Petersilie, beim Kohlrabi und bei der 
Knolle der Sellerie, so daB auch diese Pflanzen bzw. Teile von solchen 
zum reinen Ascorbinasetyp zu rechnen sind. 

Als Prototyp fiir Pflanzen, bei welchen die gesamte AS.-Oxydation 
indirekt durch vorher von einer Polyphenolase oxydierte Phenole 
besorgt wird, also fiir den reinen Polyphenolasetyp, kann nach den 
Untersuchungen von Johnson und Zilva der Apfel gelten. Tabelle V 
und VI geben an zwei Versuchsserien die bei ihm gefundenen Ver- 
haltnisse wieder. Wie man sieht, ist beide Male ohne sonstige Zusatze 
nur eine ganz geringe hitzelabile AS.-Oxydation vorhanden. Erst nach 
dem Zusatz von Brenzkatechin wird sie erheblich, erreicht jedoch lange 
nicht die beim Ascorbinasetyp gefundene Geschwindigkeit. Dem- 
gegeniiber ist der Zusatz von Vanillin ohne jeden EinfluB und derjenige 
von Hydroxylamin praktisch auch; denn die Ergebnisse streuen nach 
beiden Seiten. Durch Alkohol, NaCN und CO wird der hitzelabile 


Tabelle VI. Verhalten von Apfelextrakt gegeniiber einer 
I 


lsmg%igen Ascorbinsaure. Oxydierte mg®%, AS. 





Unerhitzt 10’ auf 100° 


Nac és erhitzt 
Mins ie ¢ Brenz- |. Nacn +O Gluta- : py egg ohne weiteren 
Zusatz atechin thiocn katechin Zusatz 
2 0,25 0,74 0 0 0,37 0,50 0,37 
15 2,73 4,21 1,37 1,49 2,73 2,73 2,23 
30 5,45 5,94 2,73 2,23 5,2 3,96 4,24 
60 7,80 10,40 4,83 5,08 7,56 4,70 7,67 


Biochemische Zeitschrift Band 312. 
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Oxydationsanteil vollkommen gehemmt und iiberdies durch Alkoho! 
noch ein geringer, durch NaC N und CO ein etwas starkerer Prozentsatz 
des hitzestabilen Anteiles. GSH allein bewirkt nur eine sehr gering- 
fiigige Verzégerung der AS.-Oxydation, hingegen verhindert es voll- 
kommen die Oxydationssteigerung durch Brenzkatechin. Beim kom. 
binierten Zusatz von GSH und Brenzkatechin wird nicht nur die 
hitzelabile Oxydation vollkommen unterbunden, sondern dariiber 
hinaus auch die hitzestabile noch betrachtlich gehemmt. Diese merk- 
wiirdige Beobachtung bedarf aber noch der genaueren Nachpriifung, 
was bisher der Zeitverhaltnisse wegen nicht méglich war. Der hohe 
hitzestabile Oxydationsanteil kann nicht als ein charakteristisches 
Merkmal der ,,Polyphenolasepflanzen“ betrachtet werden, er ist viel- 
mehr eine besondere Eigentiimlichkeit des Apfels. So bleiben als 
einzige Unterscheidungsmerkmale des Polyphenolasetyps vom Ascor- 
binasetyp zunachst nur die Geringfiigigkeit der hitzelabilen AS.-Oxy- 
dation ohne weiteren Zusatz und deren deutliche Steigerbarkeit nach 
Zusatz von Brenzkatechin. 

Nach unseren bisherigen Ergebnissen gehéren dem reinen Poly- 
phenolasetyp auBer dem Apfel noch an Birne, Melone, Spargel und 
Schnittlauch. Dabei ist zu bemerken, daB bei Melone und Schnittlauch 
die AS.-Oxydation auch nach Zusatz von Brenzkatechin nur ziemlich 
gering blieb. ; 

Es schlieBt sich eine Gruppe von Pflanzen an mit einem schon 
ohne Zusatz kraftigen hitzelabilen AS.-Oxydationsvermégen, welche 
wegen der Steigerbarkeit desselben durch Brenzkatechin zwar auch zu 
den ,,Polyphenolasepflanzen‘* zu rechnen sind, bei welchen aber diese 
Steigerbarkeit doch so maBig ist, daB das ganze starke hitzelabile 
AS.-Oxydationsvermégen dieser Pflanzen wohl nicht auf den Poly- 
phenolweg zuriickgefiihrt werden kann. Das ganze Verhalten macht 
es vielmehr wahrscheinlicher, daB diese Pflanzen auBerdem noch eine 
kraftige Ascorbinase enthalten. Dies trifft vor allem zu fiir den Anis, 
den Léwenzahn, Kopfsalat, sowie fiir die Mohrriiben. Bei den letzteren 
wird dies noch sehr durch den weiteren Befund gestiitzt, daB die kom- 
binierte Zugabe von GSH und Brenzkatechin nicht wie beim Apfel 
die ganze hitzelabile AS.-Oxydation hemmte, sondern im wesentlichen 
nur die durch Brenzkatechin allein verursachte Steigerung derselben. 
AuBerdem ist zu erwahnen, daB bei der Mohrriibe ebenso wie bei der 
Gurke durch CO auch der hitzestabile Anteil vollkommen gehemmt 
wurde. In diese Gruppe gehért ferner noch der Spinat, doch wurde 
dessen Verhalten sehr wechselnd befunden. Beim Spinat scheint die 
AS.-Oxydation manchmal iiberwiegend iiber den Polyphenolaseweg zu 
gehen und kaum oder gar nicht tiber den Ascorbinaseweg, manchma! 
umgekehrt. 
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Tabelle VII. Verhalten von Meerrettichextrakt gegeniiber einer 
15mg% igen Ascorbinsdurelésung. Oxydierte mg®, AS. 





Extrakt unerhitzt 


agin ae SEER Extrakt 10’ 
ohne weiteren Vaniltin 


Nach Min. erhitzt 
— : + Brenz- pba 0 
Tasnks + Vanillin yo se kascohin + Alkohol auf 100 
2 1,19 3,47 0,26 1,66 0 0 
15 3,47 6,30 3,35 4,30 0,88 2,13 
30 7,33 10,94 7,21 7,96 0,88 3,5 
60 12,48 13,51 13,0 12,73 3,75 5,25 


Wahrend es sowohl einen reinen Ascorbinasetyp als auch einen 
reinen Polyphenolasetyp sicher zu geben scheint, ist dieses fiir den 
reinen Peroxydasetyp fraglich. Wenigstens geben die besten Kenner 
dieses Forschungsgebietes, wie Szent Gydrgyi und Tauber, die AS.-Oxy- 
dation iiber das Peroxydase-H,O,-Flavon-System immer an als den 
zweiten Akt eines gekoppelten chemischen Prozesses, in dessen erstem 
Akte eine Oxydation anderer AS.-Molekiile durch Ascorbinase statt- 
gefunden hat. Danach wiren also ,,Peroxydasepflanzen* zugleich auch 
immer ,,Ascorbinasepflanzen’*. Unsere Ergebnisse lassen nun wohl 
kaum eine andere Deutung zu, als da wenigstens beim Prototyp der 
Peroxydasepflanzen, dem Meerrettich, eine solche Koppelung besteht. 
Hier findet sich, wie zu erwarten, eine Steigerung der AS.-Oxydation 
durch Zugabe von Vanillin (Tabelle VIL) manchmal allerdings 
beschrankt auf die ersten Minuten (Tabelle VILL) — und vor allem wird 
diese Steigerung durch Zusatz von Hydroxylamin vollkommen wieder 
aufgehoben. Damit hat sich also die Angabe von Huszk, daB die 
Wirkungen der Peroxydase durch Hydroxylamin gehemmt wiirden, 
auch fiir deren Beteiligung an der AS.-Oxydation voll bewahrheitet. 
Wenn man nunmehr feststellen muB, dab das dem Meerrettichextrakt 
ohne Zusatz von Vanillin eigene AS.-Oxydationsvermégen nur in den 
ersten Minuten der Einwirkung deutlich vermindert wird (Tabelle VIL) 
und in manchen Versuchen selbst dies nicht einmal (Tabelle VILL), so 
ist daraus zu folgern, da an ihm der Peroxydaseweg nur einen sehr 


Tabelle VIII. Verhalten von Meerrettichextrakt gegeniiber einer 
lsmg% igen Ascorbinséiure. Oxydierte mg®, AS. 





Extrakt unerhitzt Extrakt erhitzt 
Min. ohne Hydro Gluta-, _ ohne Gluta 
. weitere n ee Bi pao tall - . co ua” weiteren ee, 
Tanks Vanillin xylamin NaCN thion emake thion 
2 0,63 1,49 0,63 0 0 0,74 0 0 
15 2,97 2,97 2,97 0,63 0 1,49 0,63 0,63 
30 4,59 4,70 4,83 2,73 0,74 By fs. 2,23 2,23 
60 7,92 7,92 8,05 1,59 2,36 5,20 4,70 1,70 
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geringen oder gar keinen Anteil hat. Der Grund, daB dem so ist, trotz- 
dem der Meerrettich iiber das Ferment selbst verfiigt, kann nur darin 
zu suchen sein, daB ihm die auBerdem noch erforderlichen Polyphenole 
(bzw. Flavone) fehlen. Uberdies mu8 in manchen Fallen, wie in dem 
der Tabelle VITL, noch ein anderer Faktor ganz ungeniigend vorhanden 
sein, so daB es bei Zugabe von Vanillin nur zu einer Anfangssteigerung 
der AS.-Oxydation kommt. Dieser Faktor kann nach allem, was wir 
wissen, nur ein Peroxyd sein. In der Tat erfolgte auf Zugabe von etwas 
H,O, eine sehr starke Beschleunigung und Verstaérkung der AS.-Oxy- 
dation. Leider aber trat dies, in Abweichung von den Angaben von 
Szent Gyérgyi, auch in rein wasseriger AS.-Lésung ohne jeden Zusatz 
von Pflanzenextrakten ein, so daB dieser Punkt experimentell nicht 
entscheidbar war. Da Zusatz von Brenzkatechin zwar eine deutliche 
Oxydationssteigerung gibt (Tabelle VIL), aber doch eine so geringe, 
daB lediglich eine schwache Polyphenolase vorhanden sein kann, und 
da auch der Weg iiber die Cytochromoxydase hier unwahrscheinlich 
ist, scheint das hitzelabile AS.-Oxydationsvermégen des Meerrettichs 
im wesentlichen auf der Wirkung einer Ascorbinase zu beruhen. Dab 
dem in der Tat so ist, ergibt sich aus seiner vélligen Hemmbarkeit 
durch Alkohol (Tabelle VII) und auBerdem aus dem ganz gleichen 
Verhalten gegeniiber NaC N und CO wie beim Kiirbis (vgl. Tabelle VIII 
und Tabelte [V). Es paBt nur nicht dazu, daB auch GSH beim Meer- 
rettich den hitzelabilen Anteil praktisch vollkommen hemmt, wahrend 
es beim Kiirbis und den anderen reinen ,,Ascorbinasepflanzen“ fast 
ohne EinfluB darauf befunden wurde. Es handelt sich aber beim Meer- 
rettich um eine Einzelbeobachtung, die wegen der zur Zeit vorhandenen 
Schwierigkeiten der Materialbeschaffung leider nicht tiberpriift werden 
konnte. 

_ Die Wurzel der Petersilie zeigte das gleiche Verhalten wie der 
Meerrettich, so daB auch hier wie beim Meerrettich die Peroxydase als 
nur potentiell beteiligt angenommen werden mu8 und aktuell im wesent- 
lichen nur eine Ascorbinasewirkung. Anders ist es bei einer Gruppe 
von Pflanzen, zu denen Bohnen, Erbsen und Wirsingkohl gehéren. 
Hier bewirkte Hydroxylamin eine stirkere und vor allem anhaltendere 
Hemmung als beim Meerrettich, so daB bei diesen Pflanzen der Per- 
oxydase-Flavon-Mechanismus an der AS.-Oxydation aktuell beteiligt 
gedacht werden muB. Es handelte sich aber auch hier um einen be- 
schrinkten Anteil am gesamten hitzelabilen AS.-Oxydationsvermégen 
und dieser Anteil erwies sich auch nicht durch Vanillin steigerbar. Die 
Beteiligung des Polyphenolasewegs war hier nicht nachweisbar, vielmehr 
sprach das ganze Verhalten dafiir, daB der gréBere Teil des hitzelabilen 
Oxydationsvermégens auf dem Wirksamsein einer starken Ascorbinase 
beruht. Im iibrigen war auch in der Rose des Blumenkohls neben der 
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hier immer vorhandenen sehr kraftigen Ascorbinase meist eine ganz 
schwache Peroxydasewirkung feststeilbar. 

Wenn somit die Koppeluag des Peroxydasemechanismus der 
AS.-Oxydation mit dem Ascorbinasemechanismus auch zweifellos nicht 
selten anzutreffen ist, so méchten wir uns auf Grund weiterer Befunde 
doch ganz entschieden dagegen aussprechen, daB eine solehe Koppelung 
zwangslaufig ist. Sie ist es schon theoretisch nicht. Genau betrachtet 
setzen die erwahnten Vorstellungen von Szent Gydrgyi und Tauber 
namlich nur voraus, daB in einem vorangehenden ersten Akte ein 
Peroxyd gebildet worden ist, welches das System Peroxydase-Flavone 
zu einem vollwirksamen erganzt. Eine solche Peroxydbildung kann 
sich aber theoretisch nicht nur bei der Oxydation der AS. durch die 
Ascorbinase einstellen, sondern auch bei derjenigen durch oxydierte 
Phenole oder bei der durch Schwermetalle. Ja streng genommen ist 
die Peroxydbildung bisher experimentell nur bei der letzteren nach- 
gewiesen worden. Demnach ist theoretisch auch das gleichzeitige Vor- 
handensein des Peroxydase- und des Polyphenolasemechanismus der 
AS.-Oxydation méglich und auch das Bestehen nur des Peroxydase- 
weges neben der ja immer vorhandenen hitzestabilen Metallkatalyse. 

In der Tat fand sich die erste dieser beiden Méglichkeiten bei einer 
ganzen Reihe von Pflanzen verwirklicht. So besitzen, nach der Ver- 
inderbarkeit des AS.-Oxydationsvermégens durch Vanillin bzw. 
Hydroxylamin einerseits und durch Brenzkatechin andererseits zu 
urteilen, von den Friichten Pfirsich, Pflaume, Sii8- und Sauerkirsche, 
ferner die Kartoffel und von unseren einheimischen Gewiirzkrautern 
Zitronenmelisse, Borretsch, Basilikum, Dill, Thymian und Liebstéckel 
neben einem mabig kraftigen Peroxydasesystem ein meist sehr kraftiges 
Polyphenolasesystem. Allerdings la8t die Wirksamkeit des letzteren bei 
einer Anzahl von ihnen, so z. B. bei der Pflaume und den meisten der 
genannten Gewiirzkrauter, sehr rasch nach. Genauer gesagt, das AS.- 
Oxydationsvermégen sinkt in den ersten Minuten nach der Herstellung 
der Extrakte sehr stark und nimmt erst nach etwa 1 Stunde ein dann 
aber lange Zeit hindurch konstant bleibendes AusmaB an. Tabelle LX 


Tabelle IX. Verhalten von Pflaumenextrakt gegeniiber einer 
lamg% igen Ascorbinsaiure. Oxydierte mg%, AS. 





Extrakt unerhitzt 





: _ gee oe ne Extrakt 
Nach P 7 ae ; 
Min. sogleich 11 Stunde Sects } + Vanillin _erhitat 
ao spiiter katechin§ Vanillin | “ yore Alkohol || 15’ auf 100° 
2 5,92 3,61 5,79 3,09 2,58 0,52 0,48 
15 13,2 6,82 13,91 77,08 4,27 2,83 2,96 
30 15,0 12,42 15,0 13,26 10,94 4,76 5,41 
60 _ 15,0 _ 15,0 15,0 8,11 11,71 
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zeigt dies an der Pflaume als Beispiel, und man sieht, daB Zugabe von 
Brenzkatechin die Oxydation wieder auf das erste hohe Ausma8B steigert. 
Das baldige Absinken des Oxydationsvermégens ist also durch den 
Verbrauch der verfiigbaren Polyphenole bedingt gewesen. Daraus kann 
man wohl weiter schlieBen, da an dem verbleibenden, wie man sieht, 
immer noch recht betrachtlichen hitzelabilen AS.-Oxydationsanteil der 
Polyphenolaseweg nicht mehr beteiligt ist. Da dessen Hemmbarkeit 
durch Hydroxylamin nur gering ist, kann er nur zum kleinen Teil durch 
den Peroxydasemechanismus bedingt sein, und man kommt so zu der 
Folgerung, daB auch hier eine ziemlich kraftige Ascorbinase mitbeteiligt 
sein mui, 

SchlieBlich reihen sich hier noch Erdbeere, Himbeere, Stachelbeere 
und der Rhabarber an. Bei diesen fand sich, wie bereits erwahnt, nach 
dem Erhitzen ein gréBeres AS.-Oxydationsvermégen als vorher, was 
mit der Zerst6rung einer Schutzsubstanz durch das Erhitzen erklart 
wurde. Nun fiihrte hier aber sowohl! der Zusatz von Brenzkatechin als 
auch derjenige von Vanillin zu einer Steigerung der Oxydation, also zu 
einer Durchbrechung des Schutzes und die Steigerung durch Vanillin 
wurde durch Hydroxylamin wieder aufgehoben. Folglich verfiigen dic 
genannten Beerenfriichte und der Rhabarber wenigstens potentiell 
sowohl iiber den Polyphenolase- als auch tber den Peroxydasemecha- 
nismus der AS.-Oxydation. 

Die andere der obengenannten beiden Méglichkeiten, namlich 
diejenige, daB lediglich ein durch Schwermetallkatalyse erginzter 
Peroxydasemechanismus der AS.-Oxydation vorhanden ist, scheint, 
wenn tiberhaupt, dann nur sehr selten realisiert zu sein. Ein ent- 
sprechendes Verhalten fanden wir, aber auch nicht immer, bei der 
Johannisbeere. Deren Extrakt hat ohne weiteres im unerhitzten Zu- 
stande kein héheres AS.-Oxydationsvermégen als nach Erhitzung. 
sondern erst nach Zusatz von Vanillin, und das verschwindet auf 
Hydroxylamin wieder vdéllig. Potentiell ist also die Méglichkeit der 
AS.-Oxydation auf dem Peroxydaseweg wenigstens vorhanden. Zusatz 
von Brenzkatechin gab nur manchmal eine Steigerung und dann auch 
nur eine ganz schwache. Der Polyphenolasemechanismus kann also 
auch potentiell fehlen und vom Ascorbinasemechanismus war _ nie 
etwas nachweisbar. 

Was schlieBlich die Frage betrifft, ob es auch Pflanzen oder Pflanzen- 
teile gibt, welche kein einziges der drei an der AS.-Oxydation beteiligten 
Fermente besitzen, so konnten wir dies bisher lediglich bei der Kiichen- 
zwiebel feststellen. 

Es wiirde zu weit fiihren und erscheint auch nicht erforderlich. 
im einzelnen auszufiihren, welche unserer Ergebnisse mit denjenigen 
friiherer Bearbeiter dieses Gebietes iibereinstimmen und welche nicht. 
Es sei nur auf einen Punkt von allgemeinerer Bedeutung besonders 
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hingewiesen. Es sei namlich betont, daB nach unseren Ergebnissen der 
Besitz einer direkten Ascorbinase im Pflanzenreich doch sehr viel weiter 
verbreitet ist, als dies nach einigen Angaben, insbesondere nach denen 
von Banga und Philippot (47) der Fall sein soll. Diese Autoren haben 
sie nur bei 4 von 25 Pflanzen gefunden und glauben deshalb, daB die 
Ascorbinase als Atmungsferment der Pflanzen nicht in Frage komme. 
da sie zu selten sei. Die Erklarung scheint mir, abgesehen davon, daB 
ihr Vorhandensein sich, wie gezeigt, oft erst durch den AusschluB der 
anderen beiden Mechanismen ergibt, darin zu suchen sein, dab die 
Autoren in einem zu sauren Milieu gearbeitet haben, namlich an- 
scheinend beim px 4, bei welchem die Wirkung der Ascorbinase schon 
weitgehend gehemmt ist. Dazu kommt noch, daf sie sich zum Nach- 
weis des Diph. und nicht des Mb. bedient haben, wodurch gerade 
unter solch ungiinstigen Verhiltnissen das Fehlen einer ferment- 
gekoppelten AS.-Oxydation vorgetiuscht werden kann. Unsere Unter- 
suchungen wurden hingegen in dem fiir die Wirkung der Ascorbinase 
optimalen py-Bereich angestellt und dementsprechend fand sich bei 
48 insgesamt untersuchten Pflanzenarten 26mal sicher eine Ascorbinase 
und weitere zweimal mit groBer Wahrscheinlichkeit, zusammen also in 
mehr als der Halfte der Fille. LaBt man die Knollen und Friichte 
unberiicksichtigt und nimmt nur die griinen Blatter und Stengel, so 
fand sich bei 21 insgesamt untersuchten Arten nur zweimal keine 
Ascorbinase. Diese beiden Fille kénnen eigentlich auch noch heraus- 
genommen werden, da hier ausschlieBlich (Rhabarber) oder haupt- 
sichlich (Schnittlauch) nur Stengel untersucht wurden, so daB also in 
griinen Blattern bisher ausnahmslos eine Ascorbinase gefunden wurde. 
Umgekehrt wurde eine Schutzsubstanz gegen die AS.-Oxydation 
niemals in griinen Blattern festgestellt, sondern, abgesehen von den 
Stengeln des Rhabarbers nur in verschiedenen Riiben und vor allem 
in Friichten. 

Unsere gesamten Feststellingen, iiber welche Fermente zur AS.- 
Oxydation die einzelnen Pflanzen bzw. Teile von solchen verfiigen, sind 
in den nachstehenden drei Tabellen zusammengefabt, und zwar fiir 
Blatter und Stengel in Tabelle X, fiir Friichte in Tabelle XI und fiir 
Knollen, Wurzeln und Riiben in Tabelle XIL. Dabei bedeuten ' 
daB bereits nach 2 Minuten iiber 10 mg °,, also iiber 2 , der vorgelegten 


AS.-Menge auf dem betreffenden Wege oxydiert wurden, ~-+-, dab 
dies nach 2 Minuten 5 bis 10 mg®% waren und nach 15 Minuten die 
ganzen 15 mg%, +--+, daB es nach 2 Minuten 2.5 bis 5 mg°®,, und nach 


der vorgclegten Menge 
waren, + nach 2 Minuten nur 1 bis 2.5 mg®, und nach 15 Minuten 2,5 
bis 7,5 mg. SchlieBlich bedeutet (+), daB auch nach 60 Minuten 
nur eine ganz geringe Menge AS. auf dem betreffenden Wege oxydiert 
worden war. 


15 Minuten 7,5 bis 12 mg, also 50 bis 75° 
z 8) 


Oo 
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II, Ascorbinsdure-Oxydations 
is sels 5 | Be vermogen erhitzter Pflanzen 
i z extrakte und ,,Autoxydation: 
2 sowie metallkatalysierte Oxy- 
= dation der Ascorbinsdure. 

t Ss I + nm 
< s + 5 mm 2 : “1 
‘. B2 i Eine Beurteilung des nac! 
2 ", | dem Erhitzen der Pflanzen 
= z extrakte verbleibenden AS. 
= z s Oxvdationsvermégens _ setzt 
y ~ L a iS f 4 
ce 2 = zweierlei voraus. Erstens muti 
> sis > festgestellt werden, was davon 
sale als unter den vorliegenden 
~ © ” y 7 ~ i , 
o BEF 2 ' a Versuchsbedingungen ohnehin 
a & & > 2 om _~ . 
ie z +B++1 4 schon stattfindende ,,Autoxy 
+ ok Z s | & ~ = er? a 3 
aes sia ; dation’ der AS. in Abzug zu 
“ 5 g |- bringen ist. Dann muB noch 
sei ais festgelegt werden, welcher Art 
. oe 3 \8 i+,2+ 1,42, das hitzestabile AS.-Oxy- 
se a 2 49 dationsvermégen bei den ein- 
— & ‘i zelnen Pflanzen bzw. Pflanzen- 
zz : teilen ist, d. h. durch welche 
mm © % ° . R 
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- = + 5 ¢ 
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studiert, da, wie eingangs erwahnt, die hieriiber vorliegenden An- 
gaben teils sehr liickenhaft, teils ungepriift und tei!s auch widerspruchs- 
voll sind. 

Was zuerst die ..Autoxydation’ der AS. in rein wasseriger Lésung 
ohne jeden Zusatz von Puffern, Metallen usw. betrifft, so fing diese 
bei Aufbewahrung im Dunkeln und bei 37°C teilweise bereits nach 
15 Minuten, teilweise auch erst nach 30 Minuten an sich bemerkbar zu 
machen. Dem zégernden Einsetzen folgte eine allmahliche Beschleu- 
nigung der Oxydation, bis sie von etwa 60 Minuten an, teilweise auch 
schon friither, ziemlich gleichmaBig fortschritt. Nach 1 Stunde waren 
meist bereits etwas mehr als 20°%, der vorgelegten AS.-Menge oxydiert. 
Dies erscheint viel im Verhaltnis zu dem von anderen Autoren Gefun- 
denen. Es ist aber zu beriicksichtigen, daB wir bei 37° C, also bei einer 
um etwa 20° hoéheren Temperatur untersucht haben. Auch lag in 
unseren Versuchen die Konzentration der AS.-Lésung nicht weit von 
derjenigen, bei welcher nach Ott (48) ein Maximum der Oxydations- 
empfindlichkeit vorhanden ist. Durch weitere Destillationen des ver- 
wandten H,O konnte die Oxydationsgeschwindigkeit auf etwa die 
Halfte und manchmal auch noch ein wenig weiter heruntergedriickt 
werden. Wir kamen aber nie bis zu einer vélligen Ausschaltung der 
Oxydation, wie dies nach Barron und Mitarbeitern bei dem etwas iiber 
4 liegenden py solcher ungepufferter verdiinnter AS.-Lésungen méglich 
sein soll. Allerdings verwandten diese Autoren QuarzgefiBe, wahrend 
uns nur solehe aus Jenenser Glas zur Verfiigung standen. 

Bei der vergleichsweisen Titration mit Diph. und Mb. ergaben sich 
wechselnde Resultate. Zunachst wurden meist gleich groBe noch 
unoxydierte AS.-Mengen titriert, verschiedentlich mit Diph. sogar 
geringere. Im weiteren Verlauf kehrte sich das um, so daB mit Diph. 
titriert weniger AS. oxydiert erschien. Meist lag dieser Unterschied 
aber innerhalb der Fehlergrenze solecher Untersuchungen. Nur wenn 
durch mehrfach wiederholte Destillation des verwendeten H,O die 
AS.-Oxydation weiter heruntergedriickt worden war, blieb die nach 
der Titration mit Diph. beurteilte AS.-Oxydation von Anfang an 
zuriick und dann auch meist in eindeutigem AusmaBe. 

Die ,,Autoxydation’’ wurde nun durch GSH, CO und Alkohol 
bis zur lingsten gemessenen Zeit von 60 Minuten vollkommen gehemmt, 
durch NaCN jedoch nur 30 Minuten lang, worauf die Oxydation mit 
ziemlich der normalen Geschwindigkeit einsetzte. Umgekehrt bewirkte 
der Zusatz des Phosphatpuffers, so wie er fiir die Untersuchung der 
Pflanzenextrakte stattfand, eine erhebliche Verstarkung der Oxydation. 
DaB dies nicht etwa durch die damit verbundene Erhéhung des py 
von etwas iiber 4 auf 5,8 bis 5.9 bedingt ist, ergibt sich daraus, dah 
Zusatz eines Citratpuffers von gleichem py die Oxydation im Gegenteil 




















416 K. Wachholder: 
abschwachte. Ein gegensitzliches Verha!ten, welches tibrigens schon vo: 
Bezssono{f und Woloszyn festgestellt worden ist. Auch kann der ox) 
dationssteigernde Einflu&8 des Phosphatpuffers sehr verschieden aus 
fallen, ohne daB am py irgendeine Anderung festzustellen ist. Be) 


1 bis 3 Tage altem Phosphatpuffer pflegte die ,,Autoxydation’ der 


AS. wesentlich starker zu sein als bei ganz frisch zubereitetem Puffer 
aber auch bei letzterem wurden gelegentlich, ohne daB die Ursache 
festgestellt werden konnte, erhebliche Schwankungen gefunden. 

Auch nach der Pufferung auf pu 5,8 bewirkte der Zusatz von GSH 
die ganzen beobachteten 60 Minuten lang eine vollkommene Hemmuny 
der AS.-Oxydation, Alkohol jetzt aber nur noch 15 Minuten lang und 
CO bzw. NaCN noch viel kiirzere Zeit. Immer aber war die Hemmuny 
durch die letzteren drei Mittel sehr stark, so daB nicht nur die ganze 


durch den Phosphatpufferzusatz bedingte Oxydationssteigerung wieder 


riickgingig gemacht wurde, sondern auch noch die in Wasser alleii 
stattgefundene ,,Autoxydation“ auf die Halfte heruntergedriickt wurde 

Tabelle XIII gibt die eben beschriebenen verschiedenen Befunde 
an einem typischen Versuchsbeispiel wieder. 


Tabelle XIII. ,,Autoxydation“ der Ascorbinsaure in bidestilliertem 

H,O; EinfluB verschiedener Pufferung; Abhangigkeit von dei 

Art der Titration, ob mit Dichlorphenolindophenol oder mit 

Methylenblau; Hemmbarkeit durch Glutathion, CO, NaCN und 
Alkohol. 


Ungepuffert. 








Nach Min. Diph. + GSH +NaCN + 99% Alkoh 


2 0 
15 0,25 0,: 
30 7 0 


0 0 








Gepuffert. 
; 3 HG ETS aie: ah “‘Fheephiotualies 
Nach Citrat- ‘ 
Min. pufter frisch 1 Tag alt + GSH + CO + NaON |) syonc 
2 0 0 0 0 0 0 0 
15 0,25 0,99 4,83 0 0,50 0,25 0 
30 0,50 4,21 10,22 0 1,12 0,87 0,36 
60 2,36 7,92 14,74 0 1,86 1,49 1,34 


Graphisch aufgetragen, die unoxydiert gebliebenen AS.-Menge: 
als Ordinaten und die Zeit als Abszisse, ergibt sich ebenso wie fiir di 
einfach wasserige so auch fiir die mit Citrat gepufferte eine nach oben 
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konvexe Kurve, fiir die mit Phosphat gepufferte eine S-formige in der 
ersten halben Stunde nach oben konvexe, dann leicht konkave. 

Zur Untersuchung der Eigentiimlichkeiten der Cu-Katalyse der 
AS.-Oxydation wurden steigende Mengen von CuCl, zur wiisserigen 
ungepufferten AS.-Lésung hinzugegeben. Schon die geringste gepriifte 
Konzentration von 0,2 y% CuCls, entsprechend etwa m-7 Cu, bewirkte 
bereits eine erhebliche Steigerung der AS.-Oxydation. Die Verlaufsform 
wurde dadurch jedoch nicht stark verindert, d.h. das Einsetzen war 
ebenso wie bei der ,,Autoxydation” zunachst z6gernd und beschieunigte 
sich allmahlich. Nur trat in der 


2. Stunde wiederum eine leichte Ver- a ean a T 
z0gerung ein, so da} im ganzen eben vi INNS iin. 
ogeTung ein, SO dé ganz ‘ " ~~ hed 





so wie oben fiir den Phosphat puffer | __ 
° . hh 
beschrieben eine nach oben kon- | Me 
% 
vex-konkave, flach S-férmige Kurve 
resultierte (Abb. 1). Dies paBbt : — 


gut dazu, daB nach Schiimmer die 
Steigerung der AS.-Oxydation durch 
Phosphatpufferung auf deninden , 
Phosphaten enthaltenen Spuren von lg 
Cu beruht. Bei wachsenden Mengen 

von CuCl, verschwindet das ver- 

zogerte EKinsetzen, und die AS.- 5 
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Oxydation ist sogar anfinglich am 
stirksten und nimmt friiher oder 
spiter an Geschwindigkeit ab. So 
entstehen Kurven, die entweder 
gleich von vornherein konkav sind 
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oder erst nach einem geraden An- P ar bull, 00¥ r 
JV t vt 

fangsstiick. Die Folge ist, daB gegen- Emwirkung Min 


iiber geringerem Zusatz von CuCl, Abb. 1. 
anfanglich etwas mehr AS. oxydiert 
wird, wahrend die Oxydation spater sogar zuriickbleiben kann. Abb. 1 
zeigt dies fiir CuCl,-Konzentrationen von 0,2 und 2°. Erst bei 
weiterer Erh6hung auf 20 und 100 y% CuCl, trat durchwegs eine sehr 
starke Beschleunigung der AS.-Oxydation ein, die in der ersten halben 
Stunde geradlinig fortschreitet, so daB nach 30 Minuten der gréBere 
oder gréBte Teil der AS. bereits oxydiert ist. Dann werden die Kurven 
um so starker konkav, je héher die CuCl,-Konzentration ist, aber die 
Oxydation der AS. geht doch bis zum Ende ziigig weiter. 

Die Katalyse der AS.-Oxydation durch Fe wurde entsprechend 
untersucht. Hier war der Zusatz von 0,2 y°% noch wirkungslos. Erst 
2 y% lésten eine ziemlich starke Steigerung der AS.-Oxydation aus, 
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welche, wie der Vergleich der Abb. 1 und 2 zeigt, derjenigen durch die 
zehnfach niedrigere Konzentration von 0,2 y% CuCl, nach Grobe und 
Verlauf fast vollkommen gleicht. Bei weiterer Erhéhung der FeCl. 
Konzentration wurde zunachst nur die anfangliche Verzégerung de: 
AS.-Oxydation immer geringer. Die Kurven behielten aber ihre flach 
S-férmige Gestalt und fielen bis zu 200 y% FeCls fast tibereinander 
Erst bei 2 mg% FeCl, war die Anfangsverzégerung vollkommen ver- 
schwunden und die Kurve war in der ersten Stunde praktisch geradlinig. 
Dann setzte aber eine starkere Verlangsamung der Oxydation ein, so 
daB nach 2 Stunden weniger AS. oxydiert erschien als bei den geringeren 
FeCl,-Konzentrationen. Bei 









e a T 5 und 10 mg% FeCl, findet 
ml > | : ; Sen ; 

Y ae in den ersten Minuten eine 
° = ‘ < ; » werele 1 ste 

4 PS Ft gz9% ganz rapide Oxydation statt, 

+Fe Cly2mg 70 | Slag die viel starker ist als bei der 

Nfeterns | a héchsten von uns gepriiften 

. ‘ 4 r . yt - | ae 

NI LeFeC 2009 % | Cu - Konze ntration. Aber 

1 oes Ra, Pe schon nach 2 Minuten setzt 


° : ° 
+FeCls 20mg%| langsamung ein, so dak die 


fie, plétzlich eine erhebliche Ver- 


Kurve einen starken kon. 
aye 


° 
+Felly 09% kaven Bogen macht oder gar 
einen Knick bekommt. Dann 
a W 70 W 77 ‘schreitet die Verlangsamung 
Einwirkung Mn. allmahlicher fort, so daB sich 
Abb. 2. ein nach oben flach konkaver 
Kurventeil anschlieBt. Da 
alles dies um so ausgesprochener ist, je hGher die Fe-Konzentration ist, 
kreuzen sich die Kurven und die nach 2 Stunden verbliebenen AS.-Mengen 
sind um so gréBer, je héher die Fe-Konzentration ist. Es war nun daran zu 
denken, daB das entstehende zweiwertige Fe stark die Farbstoffe 
reduziert und so ein Steckenbleiben der AS.-Oxydation vortauscht. In 
der Tat ergab sich, daB unter unseren Bedingungen etwa 4,5 mg' 
FeCl, das Mb. so stark zu reduzieren vermégen wie 1 mg% AS. Es 
muB aber noch weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben, zu priifen. 
ob dies allein die merkwiirdigen Veranderungen der AS.-Oxydations- 
kurve bei hohen FeCl,-Zusitzen erklart. Das Steckenbleiben gegeniibe: 
dem ziigigen Fortschreiten bei Zusatz von CuCl, ist doch zu groB, um 
es allein darauf zuriickzufiihren. Es mu daran gedacht werden, da|i 
auBerdem noch eine hemmende Wirkung des zweiwertigen Fe auf dic 
AS.-Oxydation hinzukommt. 
Aus den eben geschilderten Beobachtungen ergibt sich, daB die 
Angabe von Goldstein und Volkensohn, man kénne allein aus der Form 
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der Kurve, ob konkav oder konvex, darauf schlieBen. ob eine AS.- 
Oxydation auf einer Cu- oder einer Fe-Katalyse beruht, nicht oder 
zumindest nur sehr beschrankt zutrifft. Es kann vielmehr in beiden 
Katalysen je nach der Konzentration zur einen oder anderen Kurven- 
form kommen. Allerdings war die Anfangskonvexitéit nur bei so 
schwachen Cu-Zusatzen festzustellen, dag man annehmen kann. daB 
diese die Wirkung der im destillierten H,O verbliebenen, eine aus- 
vesprochen konvexe Kurve gebenden Fe-Spuren noch nicht zu iiber- 
decken vermochten. So kann man doch wohl sagen, daB man aus einer 
ausgesprochen konvexen Kurve mit groBer Wahrscheinlichkeit auf das 
Wirksamsein einer schwachen Fe-Katalyse schlieBen kann. Hingegen 
kann man aus einem konkaven Kurvenverlauf nicht ohne weiteres auf 
eine Cu-Katalyse schlieBen, da ja auch starkere Fe-Konzentrationen 
einen solchen Verlauf bedingen kénnen. Ja, ein derart scharfer konkaver 
Bogen, daB es fast zum Stocken der Weiteroxydation kommt, deutet 
unbedingt auf letzteres. Hingegen kann eine an ein mehr oder minder 
langes gerades Stiick sich anschlieBende ganz flache Konkavitat, also 
eine nur so geringe Verlangsamung der AS.-Oxydation, da diese doch 
im zigigen Fortschreiten bleibt, sowohl durch eine Cu- als auch durch 
eine Fe-Katalvse bedingt sein, dasselbe gilt fiir S-formige Kurven. 

Bei diesem wenig eindeutigen Ergebnis war es wiinschenswert, 
nach noch weiteren Unterscheidbarkeiten zwischen der Cu- und der 
Fe-Katalyse zu suchen. Hier ergab sich eine zweite Méglichkeit: aus 
dem Vergleich der Titrationsergebnisse mit Mb. und mit Diph. Bei der 
Katalyse mit Cu zeigte sich namlich von der schwachsten bis zur starksten 
Konzentration bei der Titration mit Diph. vom Einsetzen der Oxydation 
an ein deutliches Zuriickbleiben derselben gegeniiber den Ergebnissen 
der Titration mit Mb. (Tabelle XIV). Bei der Katalyse durch Fe war 
dieses nur bei den kleineren Konzentrationen zu beobachten, und auch 
da blieb der Unterschied selbst in den ausgesprochensten in der Ta- 
blle XIV wiedergegebenen Fallen weit hinter derjenigen bei der Cu- 


Tabelle XIV. Cu-Katalyse und Fe-Katalyse der Ascorbinsaure- 
Oxydation; Unterschied der Ergebnisse je nach Titration mit 
Dichlorphenolindophenol oder mit Methylenblau. 





CuCl, + Fe Cl, 
— 0,002 mg% __ 0,01 mg% 0,.2mg% 2mz% 5mg% 
Mb.  Diph Mb. | Diph. Mb. — Diph Mb. Diph. Mb Diph. 
2 0 0 0 0 0.16 0,09 0 0,16 3,09 4.08 


15 1,29 | 0,42 180 1,06 0,77 0,31 1,41 | 1,52 4,24 4,69 
30 2,32 1,44 5,79 | 4,84) 1,93 | 1,52 2,96 | 2,57 5,27 6,26 
60 4,50 3,04 11,20 10.70 4,76 3,47 5,79 5,14 6,44 8,0 
°0 5,79 | 4,90 | 14,65 | 14,01 || 9,91 | 9,77 8,88 | 8,75 8,24 11,0 
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Katalyse zuriick. Meist ist er auch erst spater bemerkbar, wie in dem 
wiedergegebenen Falle des Zusatzes von 2 mg®% FeCl,. Oft liegen dic 
Unterschiede ganz in der Fehlerbreite solcher Bestimmungen. [| 
anderen Fallen yon Fe-Katalyse streuten die Werte nach beiden Seiten 
Bei den starken, den scharfen konkaven Bogen oder Knick gebende: 
Fe-Konzentrationen drehte sich das Verhaltnis stets ganz um, so dal 
jetzt nach der Titration mit Diph. gréBere Mengen AS. oxydiert er 
schienen. Zusammen mit der Kurvenform ergibt sich nun doch schon 
eine etwas klarere Unterscheidungsméglichkeit; denn man kann jetzt 
sagen, daB ausgesprochen konvexe Kurven, wenn auBerdem noch kein 
Unterschied zwischen der Titration mit Mb. und derjenigen mit Diph 
festzustellen ist, sicher als durch Fe katalysierte anzusprechen sind 
und ebenso ausgesprochen scharf konkave Kurven, wenn ebenfalls 
Titrationsgleichheit besteht oder mit Diph. gar mehr AS. oxydiert 
erscheint. Hingegen ist bei geraden und flach konvexen Kurven sowie 
bei flach S-férmigen immer noch keine eindeutige Entscheidung méglich 

Deshalb wurde weiter untersucht, ob sich eine solche nicht auf 
dem Wege iiber Unterschiede in der Hemmbarkeit erreichen lieBe 
Hier erschien vor allem die Priifung des Verhaltens gegeniiber GSI 


aussichtsreich, da dieses, wie eingangs ausgefiihrt, nach Goldstein und 
Kacherowa sowie nach Barron und Klemperer im Gegensatz zur Cu 


Katalyse diejenige durch Fe nicht hemmen soll. Leider konnten wi: 
dies aber fiir unsere Versuchsbedingungen, unter denen insbesondere 
das pu 5,8 bis 5,9 bedeutungsvoll ist, nicht bestatigen. Wie die Ta- 
belle XV zeigt, hemmt GSH die Fe-Katalyse ebenfalls, allerdings 
erheblich weniger als diejenige durch Cu. Das gleiche ‘gilt auch fiir dic 
anderen untersuchten Hemmungsmittel. So trifft fiir unseren Fal! 
auch die Angabe von Sutter nicht zu, daB nur Ferroverbindungen 
gegen CO empfindlich seien, nicht hingegen Ferriverbindungen. F- 
besteht demnach nur ein Unterschied im Grade der Hemmbarkeit uni 
auch der ist wesentlich dadurch verursacht, daB, um von gleich stark 
gesteigerten AS.-Oxydationen auszugehen, eine vielfach héhere FeC! 

Konzentration genommen werden muBte. Auch die Reihenfolge in 
Tabelle XV. Hemmbarkeit der Cu-Katalyse und der Fe-Kataly~: 


der Ascorbinsaure-Oxydation durch CO, Glutathion, Alkoh: 
und NaCNn. 





+ 0,002 mg% CuCl, +0,2mg% FeCl, 








allein + CO +GSH Alkohol NaCN allein +CO + GSH Alkohol 


0 0 0 0 0 0 0 0 

1,28 0 0 0,12 | 0,64 , 0 0 0,52 
3,09 | ( 0 0,26 0,38 | 2,18 0,26 0,26 1,15 
5,53 0,64 0,90 5,02 0,52 0,64 2,96 
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der Starke der Hemmbarkeit, daB CO am stiarksten hemmt, GSH 
etwas schwacher und in weitem Abstande davon Alkohol und NaN, ist 
in beiden Fallen gleich. Die Suche nach weiteren, vielleicht differenteren 
Hemmungsmitteln muBte aus duBeren Griinden aufgeschoben werden, 
so da die Frage, ob diese oder jene AS.-Oxydation auf einer Cu- oder 
einer Fe-Katalyse beruht, als vorlaiufig nur manchmal klar entscheidbar 
liegengelassen werden muBte. . 

Nun zeigte sich aber, daB diese Frage fiir den vorliegenden Fall 
des AS.-Oxydationsvermégens erhitzter Pflanzenextrakte schon deshalb 
var nicht auf diese Art und Weise gelést werden kann, weil die an reinen 
AS.-Lésungen gewonnenen Ergebnisse gar nicht auf die in solchen 
Pflanzenextrakten geltenden Verhaltnisse iibertragbar sind. Einmal 
ist die Hemmbarkeit eine durchaus verschiedene, vor allem in bezug 
auf GSH; denn dieses hemmt nach dem Zusatze der erhitzten Pflanzen- 
extrakte entweder iiberhaupt nicht mehr oder nur ganz gering (Beispiel 
brachte Tabelle VIII), anstatt so vollkommen wie vor dem Extrakt- 
zusatz bei ebenso gepuffertem destilliertem Wasser (Tabelle XIII). 
Auch die Hemmbarkeit durch NaCN ist sehr viel geringer als bei der 
Metallkatalyse reiner AS.-Lésungen, geschweige denn als in gepuffertem 
reinem H,O. Tabelle XVI zeigt dies am Beispiel erhitzten Rosenkohl- 
extrakts. Man sieht, daB hier nach 60 Minuten Einwirkung iiberhaupt 
nichts mehr von einer Hemmung durch NaCN nachweisbar ist. In 
diesem Falle war hingegen die Hemmbarkeit durch Alkohol einiger- 
maBen stark. Aber auch diese wurde bei etwa 3), aller Extrakte fast 
oder ganz fehlend gefunden. Andererseits war bei manchen anderen 
Extrakten die Hemmbarkeit durch NaCN deutlicher als hier beim 
Rosenkohl. Wirklich ausgesprochen wurde sie nur bei erhitztem 
Karottenextrakt gefunden. Lediglich die Hemmung durch CO war 
stets so stark wie bei der Metallkatalyse reiner AS.-Lésungen, ja sogar 
starker als bei phosphatgepuffertem reinem H,0O. 


Tabelle XVI. Verhalten von erhitztem Rosenkohlextrakt gegen- 
iiber einer limg®% igen Ascorbinsaure. Oxydierte mg% AS. 





Nach Min. allein + CO + Alkohol + NaCN 
2 0,31 0 0,12 0 
15 1,08 0 0,52 0,77 
30 2,30 0,57 1,29 2,06 
60 5,04 0,77 1,55 5,10 


Zweitens war nach Zusatz der erhitzten Pflanzenextrakte auch die 
Abhangigkeit des Ausmafes der Oxydation von der Pufferung lange 
nicht so ausgesprochen wie in reinen AS.-Lésungen. Zum Teil war sie 
jetzt iiberhaupt nicht mehr nachweisbar. So fehlten jetzt stets die 
vorher so starken Unterschiede in der Oxydation, je nachdem ob frischer 
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oder alter Phosphatpuffer verwand: 
wurde (Tabelle XVIL). Auch war schoi 
die Steigerung der AS.-Oxydation durc} 
den Phosphatpuffer tiberhaupt viel g 
ringer oder blieb ganz aus, so daB auci) 
die Unterschiede zwischen Phosphat- und 
Citratpufferung erheblich geringer uni 
oft sogar verschwunden waren. 

D. h. es wird von sehr vielen pflanz 
lichen Extrakten eine zum Teil recht 
erhebliche Hemmung auf die metall- 
katalysierte Oxydation der AS. ausgeiibt 
Dies macht sich allerdings vielfach erst 
nach einer gewissen Zeit bemerkbar. So 
iibertraf nach 15 Minuten Einwirkung 
noch bei fast 50°, der untersuchten 
Pflanzen und Pflanzenteile das _hitze- 
stabile AS.-Oxydationsvermégen ihrer ) 
Extrakte die dann 1] mg% _ betragende 
,Autoxydation’‘, genauer gesagt, dic 
ohne Zusatz der Extrakte in dem ebenso 
gepufferten destillierten H,O_ bereits 
stattfindende AS.-Oxydation. In gut der 
Halfte davon war sie doppelt bis zehn 
fach so hoch. Bei weiteren 20°, wurde 
das hitzestabile AS.-Oxydationsvermé 
gen teils gleich der ,,Autoxydation“ ge- ‘ 
funden, teils wechselnd in einer Probe 1 
hoher, in einer anderen niedriger als 
diese. Bleiben etwa 30°, aller Pflanzen- ‘ 
extrakte, bei denen es schon nac!) ( 
15 Minuten stets darunter lag, wobei A 
in mehreren Fallen dann die Oxydation o 
der AS. itberhaupt noch nicht eingesetzt P 
hatte. Wenn nach 15 Minuten die Oxy- I 
dation noch so oft verstarkt gefunden pi 
wurde, so liegt dies daran, daB sie be: p 
Phosphatpufferung in destilliertem H,) 9 
sehr verzégert beginnt, also eine a1 . 
fanglich konvexe Kurvenform hat, wal ie 
rend dies nach Zusatz der Pflanzen d 
extrakte ganz iiberwiegend nicht der Fa'| k 
“UN WEN = ¢ ist, sondern die Verzégerung sich ers‘ ir 
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spater entwickelt, so dab mehr oder minder konkave Kurven vorherrschen. 
Diese Verlangsamung ist teilweise (z. B. manchmal bei verschiedenen 
Kohlarten, beim Spargel, Kopfsalat und bei Karotten) so stark, daB die 
Weiteroxydation der AS. nach einiger Zeit praktisch aufhéren kann. Die 
Kurve ist dann so scharf konkav bzw. hat einen nach oben gerichteten 
Knick, wie es vorhin als fiir hohe Zusaétze von FeCl, charakteristisch 
beschrieben wurde. Dabei fehlt aber das andere fiir hohe Fe-Konzentra- 
tionen als charakteristisch gefundene Kennzeichen, da mit Diph. eine 
starkere AS.-Oxydation gefunden wurde als mit Mb., vielmehr war aus- 
gesprochen das Umgekehrte der Fall, wie es fiir eine Cu-Katalyse typisch 
ist. Damit zeigt sich in einem weiteren Punkte, wie wenig es méglich 
ist, aus den in reinen AS.-Lésungen gefundenen Verhaltnissen auf 
diejenigen in Pflanzenextrakten zu schlieBen. 

Durch diese mit der Zeit zunehmende Hemmung sieht das Bild 
nach 60 Minuten Einwirkung schon ganz anders aus; denn dann wurde 
bei fast 50% aller Extrakte ein der ,,Autoxydation‘' unterlegenes 
AS.-Oxydationsvermégen gefunden und nur noch in fiinf Fallen (— 10°) 
ein héheres, nimlich beim Blatt des Blumenkohls, Dill, bei der Erbse, 
Pflaume und der Sauerkirsche. Es gibt zwar einige Pflanzen bzw. 
Pflanzenteile, wie Kohlrabi, Radieschen, Johannisbeere, Estragon und 
Zitronenmelisse, bei denen die Hemmung nicht zu-, sondern abnimmt, 
die AS.-Oxydationskurve also ausgesprochen konvex ist. Aber auch 
bei diesen ist nach 60 Minuten die AS.-Oxydation noch geringer als 
die ,,Autoxydation*‘, 

Die beiden letzten Spalten der Tabellen X bis XII geben Auskunft 
dartiber, wie im einzelnen das AS.-Oxydationsvermégen der ver- 
schiedenen erhitzten Pflanzenextrakte nach 15 und 60 Minuten im 
Verhaltnis zur ,,Autoxydation‘ ist. 

Nach alledem ist die eingangs dieses Abschnittes gestellte Frage, 
wieviel von dem in erhitzten Pflanzenextrakten festgestellten AS.- 
Oxydationsvermégen als ohnehin schon stattfindende ,,Autoxydation™ 
in Abzug zu bringen ist, nach unseren jetzigen Erkenntnissen leider 
nicht exakt zu beantworten. Der volle in rein wasserigen Lésungen 
gefundene Betrag kann es sicher nicht sein; denn dieser wird ja durch 
Hemmung in den meisten Fallen gar nicht mehr erreicht. Wie weit 
aber diese Hemmung der ,,Autoxydation‘’’ in einem gegebenen Zeit- 
punkte geht, ob und wann sie vollstaindig ist, so da dann das ganze 
gefundene AS.-Oxydationsvermégen als fiir den betreffenden Extrakt 
spezifisch anzusehen ist, das ist nicht exakt zu sagen. Die verschiedenen 
eben angefiihrten sehr wesentlichen Unterschiede, darunter vor allem 
derjenige, daB die fiir die ,,Autoxydation’ so charakteristische voll- 
kommene Hemmbarkeit durch GSH nach Zusatz der Pflanzenextrakte 
in den meisten Fallen vollstandig und in den restlichen Fallen zum 


IR * 
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allergréBten Teile fortfallt, scheint uns aber doch am zwanglosesten s: 
zu deuten zu sein, daB die Hemmung der ,,Autoxydation™ durch dic 
Pflanzenextrakte eine praktisch vollstandige ist. Wir fiithlen uns darum 
berechtigt, die fiir das hitzestabile AS.-Oxydationsvermégen gefundenen 
Werte ohne einen Abzug fiir eine daran etwa noch beteiligte ,,Autoxy 
dation’‘ als fiir die einzelnen Pflanzen bzw. Pflanzenteile charak 
teristische GréBen zu betrachten. Dies gilt erst recht fiir das durch 
das Hinzutreten der Fermentmechanismen unvergleichlich gréBere 
AS.-Oxydationsvermégen unerhitzter Extrakte. 


Auch die zweite zu Anfang dieses Abschnittes aufgeworfene Frage 
welcher Art denn das hitzestabile AS.-Oxydationsvermégen bei den 
einzelnen Pflanzen bzw. Teilen von solchen sei, la8t sich leider nicht 
beantworten. Nach allem, was wir von der AS.-Oxydation wissen, ist 
anzunehmen, daf es sich um eine Metallkatalyse handelt, und zwar um 
eine soleche durch Fe oder Cu. Dann muB diese aber den eben aufge- 
zeichneten Unterschieden nach als derart stark durch das Milieu der 
Pflanzenextrakte umgewandelt betrachtet werden, da ganz charak- 
teristische Eigentiimlichkeiten, wie vor allem die Hemmbarkeit durch 
GSH, véllig verlorengegangen sind. Auch sonst passen vielfach dic 
einzelnen fiir die Fe- bzw. Cu-Katalyse charakteristischen Kennzeichen 
nicht mehr zueinander. So ist z. B., wie bereits erwaihnt, in manchen 
Fallen die Verlaufsform eine fiir Fe-Katalyse ganz charakteristische 
wahrend das Verhaltnis der mittels Diph.- und Mb.-Titration erhaltenen 
Werte vdéllig auf eine Cu-Katalyse hinweist. Nur in ganz wenigen 
Fallen, namlich bei der Petersilie (Wurzel und Blatt) sowie beim Apfel, 
sprachen konvexe Verlaufsform und Gleichheit der mit Mb- und Diph.. 
Titration erhaltenen Werte eindeutig fiir eine Fe-Katalyse. Aber auch 
hier paBte das Fehlen jeglicher Hemmbarkeit durch GSH nicht dazu. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Die vorstehend geschilderten Untersuchungen entsprangen in 
erster Linie praktisch-ernahrungsphysiologischen Fragestellungen. In 
friiheren Arbeiten war festgestellt worden, daB bei der Zubereitung 
unserer pflanzlichen Nahrungsmittel, insbesondere bei deren Kochen 
ein Verlust von VitaminC in sehr verschiedenem AusmaBe zu befiirchten 
ist. Es war zu erwarten, daB dies auf einem verschiedenen Gehalt an 
AS.-Oxydatoren beruhte. Gemeinsam mit Nehring durchgefiihrte 
Untersuchungen an Kartoffeln von verschiedener Sorte und verschiedencr 
Diingung lieBen aber keinen festen Zusammenhang zwischen dem ge- 
samten AS.-Oxydationsvermégen ihrer Extrakte und der GréBe der 
AS.-Verluste beim Kochen erkennen. Es war nun daran zu denken, 
daB eine Differenzierung des gesamten AS.-Oxydationsvermégens in 
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seine einzelnen Anteile bessere Beziehungen zu einem derselben hervor- 
treten lieBe. Insbesondere war da an den hitzestabilen Anteil zu denken, 
da die Hauptverluste erst bei langerem Kochen eintreten bzw. beim 
Stehenlassen (HeiBhalten). In der Tat hat sich nun (s. Tabelle X11) 
ergeben, daB gerade bei der Kartoffel das hitzestabile AS.-Oxydations- 
vermégen sehr stark schwankt, ebenso auch das hitzelabile. soweit 
dieses tiber den Polyphenolaseweg geht. Nun verlaufen diese Schwan- 
kungen, wie gezeigt wurde, durchaus nicht immer parallel zueinander, 
so daB damit zu rechnen ist, daf bei den fritheren Bestimmungen 
des undifferenzierten Gesamt-AS.-Oxydationsvermégens die erwartete 
Beziehung einfach infolge gegensatzlicher Uberdeckung der beiden 
Anteile nicht zutage trat. Die praktische Auswertung, ob so die Unter- 
schiede in der Empfindlichkeit gegeniiber Verlusten an Vitamin C beim 
Kochen erklart werden kénnen oder wie sonst, bleibe einer weiteren 
Arbeit vorbehalten. Hier sei nur kurz darauf hingewiesen, daB das fiir 
die Kartoffel Gesagte auch fiir manche andere Gemiise gilt, so z. B. fiir 
den Blumenkoh! (Tabelle X). 

Es ist hier auch kaum der geeignete Platz, im einzelnen darauf 
einzugehen, wie so manche andere bekannte kiichentechnische Erfahrung 
auf dem Vitamin C-Gebiet sich durch die vorstehenden Ergebnisse 
erkliren laBt, doch sei wenigstens auf einiges hingewiesen. Es wurde 
bereits friiher von uns betont, daB man mit der Tomate alles mégliche 
wie Zerquetschen, Auspressen, Kochen oder Backen machen kann, 
ohne da8 ihr Vitamin C-Gehalt nennenswert leidet. Dies erklart sich 
jetzt daraus, daB sie meist kein hitzelabiles AS.-Oxydationssystem 
besitzt, dafiir aber wenigstens teilweise eine hitzelabile Schutzsubstanz, 
ferner nicht zuletzt daraus, daB ihr Extrakt auBerdem noch eine dauernde 
starke hitzestabile Hemmung auf die ,,Autoxydation bzw. auf die 
metallkatalysierte Oxydation der AS. auszuiiben vermag. Ahnlich 
liegen die Verhaltnisse beim gesamten Beerenobst, das sich nach unseren 
Erfahrungen ebenso wie die Tomate durch eine sehr gute Haltbarkeit 
seines Vitamin C-Bestandes auszeichnet. Hier ist zwar im Gegensatz 
zu derselben tiberall eine nicht unerhebliche hitzelabile AS.-Oxydations- 
fahigkeit vorhanden, aber sie ist es tatsichlich nur potentiell, da sie 
einmal eingeschrankt ist durch den Mangel an dazugehérigen Phenolen 
und da sie zweitens gehemmt wird durch einen stets wirksam gefundenen 
Schutzstoff. Dazu kommt dann noch, daB auch die erhitzten Extrakte 
die ,,Autoxydation’* hemmen. Anders das gegen Vitamin C-Verluste 
sehr anfallige Stein- und Kernobst. Es verfiigt ausnahmslos iiber ein 
nicht nur potentiell, sondern auch aktuell wirksames kriftiges Poly- 
phenolasesystem, das durch keinen Schutzstoff gehemmt wird. Dazu 
wird wenigstens bei einigen Arten, nimlich beim Apfel, der Pflaume 
und der Sauerkirsche auch nach dem Erhitzen die Metallkatalyse nicht 
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gehemmt, sondern im Gegenteil durch ihre Extrakte ganz erheblich 
vesteigert. Entsprechende Gegeniiberstellungen lieBen sich noch fiir 
den Rettich und das Radieschen einerseits und fiir den Meerrettich 
andererseits ausfiihren. 

Weiter sei als besonders bemerkenswert nur noch hervorgehoben. 
daB simtliche untersuchten deutschen Gewiirzkrauter wie Liebstécke| 
Thymian, Estragon, Dill, Basilikum, Borretsch und Zitronenmelisse 
mit alleiniger Ausnahme des Anis als einzige aller untersuchten Pflanzen 
iiber alle drei Arten von fermentgekoppelten AS.-Oxydationssystemen 
verfiigen, und zwar meist iiber alle drei in erheblicher Starke. 


Wenn auch die Auswahl der untersuchten Pflanzenteile lediglich 
nach dem Gesichtspunkte erfolgt war, daB sie als menschliche Nahrungs- 
mittel dienen, so kénnen jedoch die gewonnenen Ergebnisse nicht nur 
vom speziellen ernihrungsphysiologischen, sondern auch vom allgemein 
pflanzenphysiologischen Gesichtspunkte aus Beachtung beanspruchen. 
In dieser Beziehung ist gleich der letztgenannte Punkt bemerkenswert. 
daB eine Reihe von Pflanzen nicht nur jeweils iiber ein einziges, sondern 
iiber mehrere der in Frage kommenden Fermentsysteme verfiigen. 
Insbesondere wurden nicht nur bei den genannten Gewiirzkrautern, 
sondern auch noch bei einigen anderen Pflanzen sowohl das Polypheno- 
lase- als auch das Peroxydasesystem vorgefunden, so besonders be! 
einer Reihe von Friichten, wie z. B. bei der Pflaume, Kirsche und beim 
Beerenobst. Damit wird die Auffassung von Huszék hinfallig, daB die 
Pflanzen, je nachdem ob sie tiber das eine oder das andere Ferment- 
system verfiigen, in die zwei groBen Klassen der Polyphenolase- und 
der Peroxydasepflanzen einzureihen sind. Eine solche generelle Ein 
teilung der Pflanzen ist nach unseren Ergebnissen nicht méglich. Im 
iibrigen hatte vor langerer Zeit bereits Onslow (49) auf ganz anderem 
Wege ebenfalls in Friichten das gleichzeitige Vorhandensein der beiden 
Fermentsysteme gefunden, so da®B sie zu der Ansicht gekommen war. 
daB die Peroxydase einen Teil des Polyphenolasesystems darstelle. 


Weiter ist nach unseren Ergebnissen das spezielle Ferment fiir dic 
AS.-Oxydation, die Ascorbinase, doch sehr viel reichlicher vertreten. 
als dies nach Angaben der Szent Gyérgyischen Schule [Banga uni 
Philippot (47)] der Fall sein soll. Die methodischen Griinde, warum sic 
von ihr in vielen Fallen nicht gefunden worden sein diirfte, wurden 
bereits dargelegt. Damit und vor allem dadurch, daB die Ascorbinase 
in Blattern ausnahmslos gefunden wurde (Tabelle X), diirfte das von 
Banga und Philippot .geiuBerte Bedenken, das Vitamin C kénne des 
wegen keinen wesentlichen Anteil am Atmungsproze8 der Pflanze haben. 
weil das es umsetzende Ferment, die Ascorbinase so selten sei, hinfalliy 
geworden sein. An diesem Einwand von Banga und Philippot ist das 
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eine sehr richtig, daB es in diesem Falle auf die vorhandene Menge an 
Vitamin C allein gar nicht ankommt; denn durch sein b!oBes Vorhanden- 
sein kann kein Stoff, auch nicht das Vitamin C, als Atmungskatalysator 
dienen, sondern nur dadurch, daB er als Wasserstoff- bzw. Sauerstoff- 
iibertrager funktioniert, d.h. selbst oxydiert und wieder riickreduziert 
wird. Zu dieser Oxydation des Vitamins C ist aber wegen seiner unter 


physiologischen Verhaltnissen duBerst geringen, ja wahrscheinlich sogar 


véllig fehlenden Autoxydation ein besonderer Oxydator notwendig. 
Fiir die Frage nach der Bedeutung des Vitamins C fiir die Pflanzen- 
atmung ist demnach gar nicht, wie meist falschlich gemeint wird, ent- 
scheidend das Verhiltnis des Bestandes an Vitamin C zur GréBe der 
Atmung, sondern das Verhiltnis seines U’msatzes dazu. Der in der 
Literatur haufig zu findende Einwand, daB die Héhe des Gehalts an 
Vitamin C und GréBe der Atmung nicht parallel gingen, ist demnach 
als von ganz falschen Voraussetzungen ausgehend nichtig. 


Nun kénnen die vorliegenden Untersuchungen zwar keine Auskunft 
geben tiber den tatsachlich stattfindenden Vitamin C-Umsatz, sondern 
nur tiber dessen maximale Méglichkeit. Da diirfte, wie ein Vergleich der 
Tabellen X bis XII zeigt, als Ergebnis doch soviel sicher gesagt werden 
kénnen, daB diese Méglichkeit in den Blattern, den eigentlichen Atmungs- 
organen der Pflanzen, eine soviel griBere ist als in deren Speicher- 
organen, den Wurzeln, Knollen und auch den Friichten, daB dies auf 
keinen Fall ohne funktionelle Bedeutung sein kann. In diesem Zu- 
sammenhang ist bemerkenswert, daB nach eigenen Feststellungen und 
vor allem nach den ausgedehnten Untersuchungen von Friese (50) der 
Zellsaft der Blatter ein py von etwa 6 zu haben pflegt, also gerade im 
optimalen Wirkungsbereich der Ascorbinase. Natiirlich folgt daraus 
nicht, daB ein Zusammenhang mit der Atmung bestehen mu, sondern 
es konnte ebensogut ein solcher mit der Assimilation sein, da die Blatter 
ja auch dafiir die Hauptorgane darstellen. Letzterer Zusammenhang 
ist schon von mehreren Autoren angenommen worden, und zwar auf 
Grund eines Parallelgehens des Gehalts an Vitamin C mit demjenigen 
an Chlorophyll [Bessey und King (51), Giroud, Ratsamimanga und 
Leblond (52), Moldtmann (53)|. Aber auch da stéren nicht wenige Aus- 
nahmen [Neubauer (54)], so daB man sich bei der nétigen weiteren 
Bearbeitung des ganzen Fragenkomplexes doch sehr iiberlegen muB, ob 
es nicht vielleicht auch hier bei der fraglichen Wirkung auf die Assi- 
milation gar nicht auf den Bestand, sondern auf den Umsatz an Vita- 
min C ankommt. 


Vielleicht wird bei der weiteren Erforschung der noch so dunklen 
tolle des Vitamins C im pflanzlichen Stoffwechsel der zur Zeit noch 
unerklirliche merkwiirdige Befund sehr dienlich sein kénnen, da ein 
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Teil unserer Friichte und auch der Wurzeln und Knollen iiber ein 
kraftiges AS.-Oxydationsvermoégen verfiigt, wahrend bei einem anderen 
Teile nicht nur dieses Vermégen sehr schwach entwickelt ist, sondern 
auch noch Schutzstoffe gegen einen fermentgekoppelten oxydativen 
Umsatz des hier sehr reichlichen Vitamin C-Bestandes vorhanden sind. 
Dazu gehért schlieBlich noch der Befund, daB ein solecher Schutzstoff 
auch in den Stengeln, nie jedoch in den Blattern vorzukommen 
scheint. 

Viel weiterverbreitet und auch in den Blattern anzutreffen ist 
hingegen die Fahigkeit, die einfache metallkatalysierte Oxydation bzw 
Autoxydation der AS. herabzusetzen. Der Besitz einer solchen Fahig- 
keit scheint bisher lediglich von tierischen Geweben bekanntgewesen 
zu sein | Kellie und Zilva (55) u.a.|. Dort wird er auf das Vorhandensein 
der verschiedensten Stoffe wie Adenin, Harnsaiure, Glykokoll, Cystein 
vor allem aber auf dasjenige von Glutathion zuriickgefiihrt. Welche 
Stoffe bei den pflanzlichen Extrakten dafiir verantwortlich zu machen 
sind, ist noch ganz dunke]. Sicher ist nur, daB es hier das GSH nicht 
sein kann; denn dessen ausgesprochenes Hemmungsvermoégen auf die 
einfache metallkatalysierte AS.-Oxydation wurde ja im Gegenteil im 
pflanzlichen Extraktmilieu aufgehoben gefunden. Ubrigens wurde von 
Stotz, Harrer, King und Schultze (56) auch im Leberbrei der GSH- 
Schutz vermi8t. Der Mechanismus dieser merkwiirdigen Wirkungs- 
aufhebung ist ebenfalls noch véllig unklar. Da das GSH bei dem in 
den vorliegenden Untersuchungsreihen innegehaltenen py von 5,8 
bis 5,9 auch als Hemmungsstoff fiir die fermentgekoppelte AS.-Oxy- 
dation véllig versagte, sich uns (57) aber in fritheren Untersuchungen. 
allerdings bei einem weit niedrigeren py, als Stabilisator des Vitamins C 
gut bewahrt hat, und da andererseits die Ansichten iiber seine Schutz 
wirkung auf das Vitamin bei héherem py weit auseinandergehen (Ker- 
tesz, Hopkins), bedarf die ganze Frage der Beziehungen von GSH und 
Vitamin C der nochmaligen griindlichen Nachuntersuchung. Als 
gesichert kann man jetzt jedoch schon folgendes betrachten. Da das 
GSH die Cu-Katalyse beim py 5,8 lange Zeit vollkommen hemmt 
(Tabelle XV), beim gleichen py aber die Wirkung vom Kiirbisextrakt 
véllig unbeeinfluBt 14Bt (Tabelle TV), so kann die letztere nicht einfach 
auf dessen Cu-Gehalt bezogen werden, wie Stotz, Harrer und King (58 
dies méchten. Thermolabilitét, pu-Abhangigkeit zeigen neben anderem 
zur Geniige, daB es sich vielmehr in den wie der Kiirbis sich verhaltenden 
Pflanzen um eine echte Fermentwirkung handeln muB. Wenn di 
Autoren die Aufhebung der AS.-Oxydation in Kiirbissaften durch 
Cu-hemmende Mittel fiir ihre Ansicht ins Feld fithren, so beweist da~ 
nichts; denn einma! hat sich ein Teil dieser Mittel, wie NaCN, als nicht 
Cu-spezifisch herausgestellt (Tabelle XV) und sollten die anderen sic! 
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wirklich als das erweisen, so wiirde daraus doch nur folgern, daB das 
Ferment Ascorbinase in seiner Wirkgruppe Cu enthalten muB. 

Im iibrigen ist bemerkenswert, dai die Aufhebung der hemmenden 
Wirkung des GSH im Milieu der Pflanzenextrakte insofern durchaus 
keine isolierte Erscheinung darstellt, als sie zumindest mit einer Ab- 
schwachung der Wirkung anderer Hemmungsmittel, wie NaCN und 
Alkohol, gekoppelt zu sein scheint. Ferner ist auch die kiirzlich yon 
Koech (59) im Institut von P. Holtz in wasserigen Lésungen gefundene 
Hemmung der AS.-Oxydation durch Polyphenole wie Brenzkatechin 
im pflanzlichen Milieu véllig aufgehoben. Ist eine Polyphenolase vor- 
handen, so kommt es, wie Tabelle V am Apfel bestatigt, im Gegenteil 
zu einer gesteigerten AS.-Oxydation und fehlt die Polyphenolase wie 
beim Kiirbis, so bleibt das Ausma8 der AS.-Oxydation meist unbeein- 
fluBt (Tabelle IV). Lediglich bei einigen Kohlarten und beim Rettich 
wurde gelegentlich eine leichte Einschrankung desselben gefunden. 

Im ganzen gesehen liegt im pflanzlichen Milieu ein merkwiirdiges 
Gemisch von Wirkungsainderungen gegeniiber dem Verhalten in einfach 
wasserigen Lésungen vor und im tierischen Milieu scheint es nicht 
viel anders zu sein. Einerseits sind die ,,Autoxydation** bzw. die metall- 
katalysierte Oxydation der AS. im pflanzlichen Extrakt stark herab- 
gesetzt oder gar aufgehoben, andererseits sind aber auch die bekannten 
Hemmungsmittel dieser Oxydation mehr oder minder unwirksam 
geworden. So ist schon das nach dem Erhitzen tibrigbleibende AS..- 


Oxydationsvermégen — geschweige denn dasjenige der unerhitzten 
Pflanzenextrakte zumindest derart gegeniiber der einfachen Metall- 


katalyse umgewandelt, daB man es als ein Geschehen sui generis zu 
betrachten hat. Jedenfalls ist es nicht miglich, aus nur in wésserigen 
Lésungen angestellten Untersuchungen Riickschliisse auf das Verhalten 
der AS. im pflanzlichen und tierischen Milieu zu ziehen. 


Zusammenfassung. 


Nach einer kritischen Ubersicht der in der Literatur zu findenden 
Angaben tiber die verschiedenen der AS.-Oxydation dienenden Mecha- 
nismen und deren Eigentiimlichkeiten wird bei etwa 50 pflanzlichen 
Nahrungsmitteln, die Fahigkeit ihrer wasserigen Extrakte, Ascorbin- 
siure zu oxydieren, gemessen und mit Hilfe von Hemmungs- und 
Steigerungsreaktionen in ihre einzelnen Anteile differenziert. 

In Bldttern wurde ausnahmslos eine Ascorbinase gefunden, die 
meist recht kraftig ist. Damit ist der Einwand hinfallig, das das Vita- 
min C wegen des zu seltenen Vorkommens der Ascorbinase fiir die 
Atmung der Pflanzen keine Bedeutung haben kénne. Es werden die 
methodischen Griinde dargelegt, welche die diesen Einwand erhebenden 














430 K. Wachholder : 


Autoren so selten eine Ascorbinase finden lieBen. AuBerdem enthalten 
sehr viele Blatter zur Oxydation der Ascorbinséure noch ein kraftiges 
Polyphenal-Polyphenolasesystem. Weniger hiufig und dann auch meist 
weniger kraftig ist ein entsprechendes Peroxydasesystem vorhanden. 
Fast simtliche deutschen Gewiirzkrauter verfiigen iiber alle drei Oxy- 
dationssysteme. Damit wird die Ansicht unhaltbar, daB sich die héheren 
Pflanzen in die zwei groBen Klassen der Polyphenolase- und der Per- 
oxydasepflanzen einteilen lassen. 

Von Friichten enthalten Kiirbis und Gurke nur eine sehr starke 
Ascorbinase. Das Obst scheint diese hingegen nicht zu besitzen, auBer 
vielleicht die Pflaume. Hingegen verfiigt es zur Ascorbinsiureoxydation 
stets iiber das Polyphenolasesystem und haufig auch noch iiber das 
Peroxydasesystem, tiber beides allerdings in sehr wechselnder Starke. 
In allem Beerenobst sind diese Fermentsysteme wenig aktiv, meist 
anscheinend in ihrer Wirkung auch begrenzt durch den Mangel an zu- 
gehérigen Polyphenolen. AuBerdem enthalt dieses Obst ebenso wie die 
Zitrone und manchmal auch die Tomate einen Schutzstoff gegen die 
hitzelabile, fermentgekoppelte Ascorbinséureoxydation. Im Stein- und 
Kernobst ist zumindest ein mehr oder minder kraftiges Polyphenolase- 
system vorhanden und daneben oft noch eines der beiden anderen 
Fermentsysteme. AuBerdem ist ein hitzelabiler Schutzstoff nicht 
nachweisbar, der iibrigens auch in Blattern stets zu fehlen scheint. 


Wurzeln und Knollen zeigen kein einheitliches Verhalten. Sie 
verfiigen zwar alle tiber eines oder mehrere der der Ascorbinsaure- 
oxydation dienenden Fermentsysteme, aber meist nur in maBiger oder 
geringer Starke. Teils ist auch ein hitzelabiler Schutzstoff vorhanden. 

Zwischen der Katalyse der AS.-Oxydation durch Cu und derjenigen 
durch Fe wurden in teilweisem Gegensatz zu anderen Angaben keine 
durchgreifenden Unterschiede in der Hemmbarkeit durch CO, Gluta- 
thion, NaCN und Alkohol gefunden. Auch die Angabe, daB jede dieser 
Katalysen durch eine charakteristische Verlaufsform der Oxydation 
gekennzeichnet sei, trifft nur beschrinkt zu, vielmehr wechselt die 
Verlaufsform mit zunehmender Konzentration der Metalle. Eine 
gewisse Unterscheidbarkeit ist aber hierdurch doch méglich, vor allem 
bei Hinzunahme des weiteren Unterschiedes, daB bei der Katalyse 
durch Cu in gréBeren Mengen ein Zwischenprodukt (Monodehydro- 
ascorbinsaure ?) nachweisbar wird, welches Dichlorphenolindopheno! 
noch zu reduzieren vermag, Methylenblau hingegen nicht mehr, wahrend 
dieses bei der Katalyse durch Fe nicht oder nur innerhalb der Fehler- 
grenzen der Fall ist. 

Die Ascorbinsdiure-Oxydation in erhitzten Pflanzenextrakten — und 
erst recht diejenige in unerhitzten — unterscheidet sich in mehrfacher 
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Hinsicht weitgehend von derjenigen in einfach wisseriger Lésung. So 
kommt es einerseits zu einer stark hemmenden Wirkung auf die ,,Aut- 
oxydation’* der AS. bzw. auf deren metallkatalysierte Oxydation in 
wasseriger Losung, wahrend andererseits die Hemmung der AS.-Oxy- 
dation durch Glutathion oder Polyphenole aufgehoben wird. Aus Unter- 
suchungen iiber das Verhalten der Ascorbinsiure in rein wisserigen 
Lésungen sind demnach keine Riickschliisse auf deren Verhalten im 
pflanzlichen Milieu erlaubt. 

Die einzelnen Pflanzen besitzen auch nach dem Erhitzen ein sehr 
unterschiedliches Vermégen, die Ascorbinsiure zu oxydieren. 

Es wird die Bedeutung der Befunde fiir einige Ernahrungsfragen 
sowie fiir die Frage nach der Rolle des Vitamins C im pflanzlichen 
Stoffwechsel diskutiert. 
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